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El presente trabajo se desarrolló en el Laboratorio de Bioquímica y 
Genética de Microorganismos del Departamento de Microbiología e 
Inmunología de la Facultad de Ciencias Biológicas, de la U.A.N.L. bajo la 
dirección del Dr. José Santos García Alvarado y la co-dirección de la Dra. 
Norma L. Heredia Rojas. Esta investigación fue apoyada en parte por el 
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología. 
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poder, la gloria, la victoria y el honor; porque 
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y tu eres excelso sobre todos. 
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y el poder, y en tu mano el hacer grande y el 
dar poder a todos. 
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iRESUMENl 
Clostridium perfringens es un bacilo gram positivo, formador de esporas 
e inmóvil, que es causante de varias enfermedades en el hombre y en los 
animales, entre éstas destacan la gangrena gaseosa y una intoxicación 
alimentaría muy importante. Este microorganismo elabora varias enzimas; 
algunas de éstas son toxinas, como la enterotoxina producida durante el 
proceso de esporulación y causante de la intoxicación alimentaria. 
Se sabe que muchos organismos tienen la capacidad de adaptarse a 
condiciones desfavorables del medio ambiente, mediante la síntesis de un 
grupo de proteínas llamadas de estrés, las cuales se cree que protegen a la 
células de estas condiciones tensionantes. Cuando las células son sometidas a 
una baja temperatura o a un pH ácido, sintetizan proteínas llamadas proteínas 
de choque frío o proteínas de choque ácido respectivamente, como respuesta a 
esta condición. Se cree que estas proteínas facilitan la supervivencia de las 
células al proporcionar protección contra bajas temperaturas y acidez extrema. 
Debido a la trascendencia de C. perfringens como patógeno y causante 
de enfermedades en el humano, pensamos que sería de gran importancia el 
estudio de los factores que pueden favorecer la supervivencia y patogenicidad 
de esta bacteria como un mecanismo de control de las enfermedades que 
produce 
Las células fueron sometidas a un choque frío de 43 a 28 ®C y un choque 
ácido a pH de 7.0 a 4.5 representando una condición subletal y alcanzaron 
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niveles de crecimiento similares al control. Cuando se aplicó este choque frío y 
ácido a las células vegetativas se logró la inducción de tolerancia a 
temperaturas y pH ácido más bajos. Además, que como resultado de un choque 
frío previo a 26 °C, la bacteria resultó ser de 2 a 3 veces más tolerante a 10 °C 
y esta tolerancia se prolongó hasta 2 h posteriores a este tratamiento. Asi 
mismo, se observó que cuando aplicamos un choque ácido previo a pH 4.5 se 
indujo tolerancia a un pH de 3.5, resultando células hasta 15 veces más 
tolerantes que el control y esta tolerancia se prolongó hasta 3 h después del 
pre-choque ácido. 
Se encontró que un choque frío aplicado a la bacteria induce la síntesis 
de 7 proteínas de choque frío (PCHF) cuyos pesos moleculares fueron de 200, 
105, 82, 70, 50, 45 y 10 kDa de las cuales las últimas 5, presentaron un nivel de 
síntesis muy aumentado, mientras que las primeras 2, presentaron una menor 
inducción. También se observó que un choque ácido aplicado a las células 
vegetativas de la bacteria provocó la inducción de al menos 5 proteínas de 
choque ácido (PCHA) como respuesta a este tratamiento y sus pesos 
moleculares fueron de 120, 84, 58, 45 y 17 kDa. De estos polipéptidos, el de 84, 
58 y 17 kDa presentaron un mayor nivel de síntesis que el de 120 y 45 kDa. 
Se identificaron 4 PCHF inmunodominantes de C. perfringens al inducir 
un cuadro de gangrena gaseosa. Los pesos moleculares de estas proteínas 
fueron 105, 82, 70 y 10 kDa. Sin embargo no pudimos detectar PCHA 
inmunodominantes en un cuadro similar. 
|ABSTRACT| 
Clostridium perfringens, is a spore forming, non-movil, gram positive rod, 
that causes several diseases in human beings and animals. The most important 
illnesses originated by this organism are gas gangrene and food poisoning. This 
microorganism synthesizes several enzymes and proteins, some of them are 
toxic such as the enterotoxin produced during the sporulation. 
It is known that many organisms get the ability to adapt to unfavorable 
conditions in the medium by synthesizing a set of polypeptides called stress 
proteins. These are believed to protect the cell against those conditions. When 
the cells are exposed to low temperatures or acidic pH, they synthesize proteins 
called cold shock and acid shock proteins respectively. It is believed that these 
proteins protect the cells against damage caused by low temperatures and 
extreme acidity. 
Since C. perfringens is an important pathogen in human beings and 
animals we tough it would be relevant to study some factors that could enhance 
the survival and pathogenicity of this bacterium. 
We found that after a cold shock from 43 to 28 'C or an acid shock from 
pH 7 to 4.5 growth ceased for several minutes, but after some time it reached 
similar levels compared to the control. When the cells were cold shocked or 
acid shocked, they acquired tolerance to a lower temperature (10 °C) or acid pH 
(3.5). Thus cold shocked cells were 2 to 3 fold more tolerant to 10 °C than the 
control. This tolerance was maintained after 2 h of the treatment Also cells pre-
treated at pH 4.5 were 15 fold more tolerant to pH 3.5 than the control. 
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Cold shock applied to the bacteria induced the synthesis of 7 cold shock 
proteins (200, 105, 82, 70, 50,45 and 10 kDa). Five of them (10,45, 50, 70 and 
82 kDa) presented highest levels of synthesis, while two (105 and 200 kDa) 
lower levels. On the other hand, an acid shock induced the synthesis of five 
proteins (120, 84, 58, 45 and 17 kDa). Some of them (84, 58 and 17 kDa) were 
synthesized at higher levels than the others (120 and 45 kDa). 
Using serum from rabbits suffering gas gangrene, four immunodominant 
cold shock proteins (105, 82, 70 and 10 kDa) were identified. No 
immunodominant acid shock proteins were detected using the same serum. 
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C. perfringens, uno de los principales microorganismos anaerobios 
patógenos para humanos está ampliamente distribuido en la naturaleza y es 
causante de gangrena gaseosa, desde 1940 se le asoció con una intoxicación 
alimentaria, por lo que el interés por estudiarla ha aumentado en los últimos 
años (Matches, J.R. etal, 1979). 
Este microorganismo posee un tiempo de generación muy corto (7min), 
además puede crecer en un amplio rango de temperatura de crecimiento 
(15-50 *C) y posee un pH óptimo de 6.0 a 7.0 todo este le confiere la habilidad 
de poder reproducirse rápidamente en los alimentos, siendo esto de gran 
importancia en la sanidad de los mismos (Labbé, R.G y T.Yamagishi, ef a/, 
1976). 
Es bien sabido que las altas o bajas temperatura son algunos de los 
factores mas utilizados en el control de los microorganismos, sin embargo se 
conoce que algunas bacterias presentan mecanismos de adaptación a estos 
medios ambientes desfavorables lo cual tes permite sobrevivir a estos 
tratamientos (Morimoto, R.L, etal, 1990). 
Un factor importante que se presenta en este aspecto es la capacidad 
que tienen los organismos de sintetizar proteínas debido a alguna condición 
desfavorable. La baja temperatura y el pH ácido inducen la síntesis de proteínas 
de choque frío y proteínas de choque ácido respectivamente involucradas en el 
proceso de tolerancia a condiciones extremas de estos factores lo cual pudiera 
¿iutlHUmul 7. m l0C**d*uii* 
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ocasionar graves consecuencias (Goldstein, J, et ai, 1990; y Foster, J.W, 
1993). 
Durante la elaboración y almacenaje de los alimentos, éstos son 
sometidos a cambios físicos y químicos (temperatura, pH, radiaciones, etc). Los 
cambios de pH también son muy comunes durante el paso por el tracto 
digestivo en donde el organismo debe de pasar la barrera gástrica, sin embargo 
una bacteria con buena capacidad de adaptación tanto a la baja temperatura a 
la cual son sometidos los alimentos durante su refrigeración, como al pH ácido, 
puediera resistir estos cambios y esto favorecería la supervivencia del 
microorganismo (Bearson, S. et al, 1997). 
Debido a todo lo anterior resulta muy importante el estudio de la 
supervivencia de C. perfringens, así como la adquisición de tolerancia y síntesis 
de proteínas, de tal manera que pudiéramos conocer los efectos que tienen 
estos cambios de temperatura y pH en la patología por este microorganismo. 
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l A N T E C E D E Ñ T E S l 
C. perfringens es una bacteria patógena ampliamente distribuida, se 
encuentra normalmente en el tracto digestivo de humanos y animales, asi como 
en el suelo y las aguas de desecho (Matches, J.R. et a!., 1974), a diferencia de 
muchos otros clostridios, no es móvil y forma esporas in vitro solamente en 
medios de cultivo especiales; es fermentativo, crece rápidamente en medios 
carbohidratados produciendo grandes cantidades de H2 y C02 lo cual favorece 
un ambiente anaerobio y es productor de una variedad de toxinas y enzimas 
importantes en la patogénesis (Hatheway, C.L, 1990). Las cepas de este 
microorganismo han sido clasificadas en 5 tipos (A-E) en base a la producción 
de 4 exotoxinas (alfa, beta, epsilon e iota), siendo las cepas del tipo A las más 
importantes como causantes de enfermedades en humanos (Smith, L.D.S. y 
B.L. Williams, 1984); y pueden estar presentes en suelo (Labbé, R G 1989). 
Este microorganismo tiene un tiempo de generación muy corto (7 a 8 
min) y una temperatura óptima de crecimiento de 43 a 46 CC (la mas alta que 
cualquier bacteria de importancia médica); así mismo debido a su capacidad de 
producir esporas puede resistir a procesos de cocción, de congelación, de 
radiación, a la acción de detergentes, de antibióticos, de solventes, etc (Labbé, 
R.G, 1991). 
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C. perfríngens causa en humanos la gangrena gaseosa, enterocolitis 
necrozante en infantes y enteritis necròtica (Rood, J. I. y S. T. Cole, 1991). En 
1940 se relacionó por primera vez con intoxicaciones alimentarias (Sutton, R.G. 
y Hobbs, P,1979). Posteriormente en 1968 se descubrió que existían cepas de 
este microorganismo que producían una enterotoxína responsable de 
enfermedades gastrointestinales en humanos (Duncan, C.L. et ai, 1969). En 
1980 C. perfríngens llegó a ocupar el segundo lugar como causante de 
intoxicaciones alimentarias bacterianas en E.U.A. y Canadá (Shandera, W.X., 
1983; Labbé, R.G, 1991) y se ha relacionado con el síndrome de muerte 
fulminante infantil (Murrel.T.G.C., ef ai, 1987). Es también el agente causal de 
varias enfermedades en animales como disentería del cordero, enterotoxemia 
ovina, enfermedad del riñon pulposo en cabras y otras enfermedades 
enterotoxémicas de corderos y becerros (Niilo, L. 1980). 
C. perfríngens CAUSA: 
a) GANGRENA GASEOSA. Es una de las principales enfermedades en el 
hombre causada por C. perfríngens. El proceso infeccioso comienza 
habitualmente con la localización de las esporas en una herida abierta, 
posteriormente a la germinación de las esporas, el crecimiento de la bacteria 
causa una necrosis o destrucción de los tejidos con posterior disminución del 
aporte sanguíneo debido a la destrucción de los capilares por una toxina, la 
fosfolipasa C (alfa toxina). Esta toxina es una lecitinasa que actúa en presencia 
de iones calcio; posee acciones letales, necrotizantes y hemol¡ticas, su acción 
letal se debe fundamentalmente a la división de la lecitina de las membranas 
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celulares en fosforilcolina y diglicérido y como la lecitína está presente en las 
membranas de diferentes tipos de células, la toxina puede causar lesiones en 
diferentes partes del organismo (Hollard, K.T. et ai, 1987). 
B ) INTOXICACIÓN AUMENTARIA. Una de las enfermedades mas frecuentes 
es la intoxicación alimentaria provocada por la acción de una enterotoxlna en el 
tracto gastointestinal la cual está relacionada con el proceso de esporulacíón de 
la bacteria (Labbé, R.G, 1989). Esta enfermedad ocurre al ingerir alimento 
contaminado con un gran número de células vegetativas (mas de 10* UFC/g ), 
las cuales esporulan y producen la enterotoxina en el intestino. Se ha 
encontrado que esta toxina reconoce receptores especificas presentes en la 
membrana de las células del borde de cepillo, en la región del íleon del intestina 
delgado, donde provoca alteraciones en la permeabilidad de la membrana de 
las células intestinales, lo que ocasiona un aumento en el flujo de agua y sodio 
hacia el lumen intestinal, así como falta de absorción de glucosa, 
desencadenándose la sintomatologia (Wnek, A.P. y B.A. McCIane, 1989). La 
intoxicación alimentaria se presenta de 6 a 20 h después de la ingestión del 
alimento contaminado y consiste en una diarrea profusa, acompañada de dolor 
abdominal y rara vez se presentan mareas y vómito (McCIane, B A., et al. 1988; 
Uemura, T., 1978; McDonel, J. y B. McCIane, 1986). Esta enfermedad puede 
ocasionar la muerte en Individuos débiles y de edad avanzada (Labbé, R.G , 
1989; Shandera, W.X, 1983). 
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Se ha determinado que la enterotoxina es una proteina constituida por 
una sola cadena de 320 aminoácidos, con un peso molecular de 35 kDa, un 
punto isoeléctrico de 4.3, sensible al calor, y antigénica (Yotis, W.W. y C. 
Castimpolas, 1975; McCIane, B A , etal. 1988, Duncan, C.L., etai, 1969). 
La enterotoxina de C. perfringens también se ha asociado a una colitis 
que se caracteriza por diarrea infecciosas con duración de 9 a 10 días, esta 
última se presenta con dolor abdominal severo y vómito pero no se ha 
encontrado relación con una intoxicación alimentaria (Borriello, S.P, 1985). La 
enfermedad se presenta principalmente en ancianos tratados con antibióticos y 
se piensa que es producida por una sobrepoblación de C. perfringens en el 
intestino donde libera la enterotoxina (Borriello, S.P. et ai, 1984). 
PROTEÍNAS DE ESTRÉS 
Todos los organismos desde bacterias y hongos hasta plantas y 
animales, responden a una gran variedad de factores adversos, induciendo la 
síntesis de un pequeño grupo de proteínas llamadas proteínas del estrés. Se 
cree que la función de estas proteínas es proteger a las células del cambio 
adverso el cual podría ser letal. 
Hasta hace 10 años la función de estas proteínas se desconocía, esto 
debido en parte, a la complejidad de las diferentes formas de proteínas del 
estrés. La mayoría de éstas son producidas en pequeñas cantidades bajo 
condiciones fisiológicas normales, sin embargo bajo las condiciones de estrés, 
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la síntesis de estas proteínas se ve incrementada notablemente (Morimoto, R.I., 
et ai, 1990). 
Los primeros estudios se hicieron hace 20 años, cuando se reportó un 
pequeño número de polipéptidos que fueron inducidos por un tratamiento de 
choque térmico moderado en glándulas salivares de Drosophila melanogaster 
(Tissieres etai, 1974). 
La temperatura es uro de los factores más importantes en el crecimiento 
y metabolismo de los organismos, por lo tanto es de esperarse que la inducción 
de las proteínas del estrés se haya estudiado en respuesta a este factor. En los 
últimos 15 años, el estudio de los organismos ha mostrado que cuando las 
células son sometidas a temperaturas ligeramente arriba de su temperatura 
óptima de crecimiento, responden induciendo la síntesis de un grupo de 
proteínas las cuales son conocidas como proteínas de choque térmica (PCHT), 
{ Farber, J.M., y B.E. Brown, 1990). Ahora se ha establecido que esta respuesta 
es también inducida cuando los organismos son expuestos a otros tipos de 
estrés del ambiente diferente al calor, como son cambios en el pH (Heyde, M. y 
R. Portailer, 1990), la presencia de agentes oxidantes (Begonia, G.B., y M.L. 
Salin, 1991), cambios de presión (Qoronfleh, M.W., y U.N. Streips, 1987), la 
acción de alcoholes y metales pesados (Watson, K, 1990) y agentes que dañan 
ADN, tales como el ácido nalidíxico y la radiación ultravioleta (Kreuger, J. y 
Walker, G, 1984), de tal manera que el término "proteínas de estrés" se aplica 
para describir a esta clase de proteínas. 
Las principales (PCHT) se han clasificado en cuatro familias de acuerdo 
a sus pesos moleculares: Las PCHT de elevado peso molecular de 83-90 k.Da; 
PCHT 70, variando de 66-78 kDa; las PCHT 60, presentes en bacterias, 
mitocondrias y cloroplastos a las cuales se les ha llamado chaperoninas 
(Hemmingsen et al. 1988); y las PCHT pequeñas, un grupo diverso de 
proteínas de 15-30 kDa o mayores, encontradas en levaduras, células 
humanas y aproximadamente 30 formas diferentes encontradas en plantas 
superiores. Además se han encontrado PCHT de pesos moleculares elevados 
de entre 100-110 kDa con propiedades muy diferentes a las de las otras 
familias (Subjeck etal. 1983; Shyy etal., 1986). 
Escherichia coli es un procarióte altamente estudiado en este aspecto. 
De todas las PCHT de E.coli, dos han sido ampliamente estudiadas, la GroEL y 
la DnaK. Ambas se sintetizan en condiciones normales, sin embargo, durante 
un período de estrés la síntesis se ve incrementada notablemente (Morimoto, 
R l , et al., 1990). La DnaK es una proteína inducible con una gran variedad de 
funciones, tiene un peso molecular de 69 kDa por lo que se le incluye en la 
familia de PCHT 70 (Herendeen, S.L., et al., 1979), es considerada una 
chaperona molecular ya que se ha visto que tiene función mediadora en el 
ensamblaje correcto de las proteínas oligoméricas, también interviene en la 
disociación de agregados proteínicos y el mantenimiento de algunos 
polipéptidos en estado no plegado, lo que facilita la translocación a través de la 
membrana y el posterior aceleramiento del plegamiento y oligomerización 
(Morimoto, R.I., et al, 1990). Muy recientemente Bukau. ef al. (1993), han 
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realizado trabajos de inmunolocalización y se ha establecido que la PCHT 
DnaK se localiza principalmente en el citosol, aunque un pequeño porcentaje 
se ha localizado en las membranas. La PCHT GroEL pertenece a la familia de 
PCHT 60. Esta familia está compuesta de 14 subunidades idénticas, cada una 
con un peso molecular de 58 kDa (Zeilstra-Ryalis, J. et al, 1991) y una 
característica importante, es que en un mismo organismo se ha encontrado la 
presencia de varias proteínas de diferentes pesos moleculares que son 
homologas a la GroEL de E.coli (E. Wallington y P. Lund., 1994). Se cree que 
esta proteína tiene una función importante en la replicación de ADN y en la 
transcripción, y que facilita el plegamiento post-transcripcional y el transporte de 
proteínas oligoméricas a través de la membrana (Khandekar, S.S. et al, 1993). 
Además se cree que esta proteina puede actuar como antígeno causante de 
enfermedades auíoinmunes en las diferentes formas de vida (Cohén, I.R, 
1991). Se ha encontrado su localización en la membrana y en el citosol 
(Eschweilere/a/, en 1993). 
La respuesta al choque térmico tiene dos características muy 
importantes: a) es universal, ya que se ha encontrado en casi todos los 
organismos estudiados (Bosch, T.C.G., et al., 1988), y b) las PCHT presentan 
un alto grado de conservación evolutiva, sobre todo la familia de los 70 kDa 
(Morimoto, R.I., et ai, 1990) ya que se ha observado una homología del 70% 
entre las proteínas de 70 kDa del humano con la de D. melanogaster y de un 
50% con la proteína homologa de E. cotí (Morimoto, R.l, 1990). 
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Mantis, N. J., et al, (1992), reportaron que Agrobacteríum tumefaciens 
presentaba una respuesta similar a la mostrada por E. coli y dicha respuesta 
podía ser inducida por calor y además por otras condiciones de estrés como la 
exposición a pH ácido, etanol, cloruro de cadmio y en forma lenta por 
mítomícina C. 
Frecuentemente los microorganismos se enfrentan a factores adversos 
del medio ambiente, tal es el caso de Bacillus subtilís, el cual debe de 
desarrollar diferentes estrategias de adaptación, entre ellas la induccción de 
proteínas de estrés. Hecker, et a!, en 1990, determinan que hay en esta 
bacteria dos grupos de proteínas de estrés, en donde el primer grupo es 
específico de un factor (un solo estímulo) mientras que el segundo grupo es 
inducido por una condición restrictiva del crecimiento en general (calor, sales o 
inanición a la glucosa, oxígeno o fosfatos). Estudiando este mismo aspecto 
Bemhardt, J, et al, (1997) observaron la inducción de 42 proteínas de estrés 
general en B. subtifis cuando se sometió a choque térmico, a sales y etanol, 
además de inanición a glucosa y fosfatos. El análisis mediante electroforesis 
bidimensional de estas proteínas permitió clasificarlas en 6 subgrupos de 
acuerdo a su respuesta en cuanto al factor restrictivo del crecimiento siendo 
éstos: (I) proteínas nuevas sintetizadas en respuesta al estrés; (II) proteínas 
cuyo grado de síntesis se aumentó ; (III) proteínas en las que se observó una 
disminución en su síntesis después del cambio; y (IV) proteínas cuya síntesis 
fue totalmente bloqueada, determinando que el grado de síntesis de proteínas 
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de estrés general constituyó mas del 40% de síntesis de proteina total en estas 
células estresadas. 
El oxígeno usado durante la respiración aeròbica es uno de los muchos 
procesos celulares que crean problemas especiales a las células como lo es la 
acumulación de agentes oxidantes lo cual nos puede indicar una señal de 
estrés. La respuesta al estrés oxidativo ha sido muy estudiada en bacterias 
como E. coli y Salmonella typhimurium (Ahem, H.1991). 
A) PROTEÍNAS DE CHOQUE FRÍO 
Se han realizado estudios en algunos organismos para probar si la baja 
temperatura da una respuesta homologa a la del choque térmico, ya que la 
estabilidad de la mayoría de las proteínas celulares no cambia dentro del rango 
de temperatura normal sin embargo se ha observado que el nivel de inducción 
se aumenta o disminuye si las células se someten a temperaturas extremas 
(Herendeen, S.L, et ai, 1979). 
Se han realizado un gran número de investigaciones sobre la respuesta 
al choque frío, en los cuales se han encontrado la expresión de un cierto 
número de proteínas, a las cuales se les ha llamado proteínas de choque frío 
(PCHF). Este tipo de respuesta se ha descubierto tanto en organismos 
procariotes como en eucariotes, siendo las funciones de estas proteínas en 
general la de proteger a las células contra las condiciones estresantes. 
Se ha demostrado que E. coli responde a temperaturas frías cuando se 
transfieren los cultivos celulares de 37 a 10 ®C induciendo la formación de 13 
polipéptídos, de los cuales ninguno de ellos corresponde a las proteínas de 
choque térmico mencionadas anteriormente, (Jones,P.G., y R.A. VanBogelen, 
1987). De las 13 proteínas, una, la F10.6 solo se sintetiza a bajas 
temperaturas; mientras que las otras 12 pueden producirse cuando la célula 
crece a su temperatura normal de 37 °C, sin embargo su síntesis se incrementa 
de 3 a 300 veces más a bajas temperaturas. Debido a que esta proteína 
(F.10.6) tiene el más alto grado de inducción en respuesta al choque frío ha 
sido designada la principal proteina de choque frío (PCHF). 
Por otro lado Goldstein,J, et a/., 1990, han observado que en E. coli la 
proteína citoplásmica de 7.4 kDa la cual no se detecta a 37 0C, es rápidamente 
inducida cuando se cambia la temperatura a 1D o 15 °C. El gene que codifica 
para esta proteína CS 7.4 ha sido designado cspA y se ha demostrado que 
codifica para una proteína de 70 residuos de aminoácidos. En el caso de 
E. coli, datos preliminares indican que esta proteína u otro factor similar 
producen protección en E. coli contra el daño debido a la formación de cristales 
de hielo (Goldstein, J., eí al., 1990). 
Se ha visto que la expresión del gene cspA de E. coli es específicamente 
inducida a bajas temperaturas y esta proteína (CS7.4 o CspA) alcanza niveles 
de un 13% de síntesis de la proteína total dentro de un período de 1-1.5 h 
después del cambio de la temperatura a 10 °C. Se ha logrado la clonación de 
este gene y se ha determinado su secuencia en el DNA (Goldstein ef al., 
1990). Asimismo se ha identificado la región promotora de este gene y se ha 
sugerido ía existencia de un factor de transcripción para su expresión a bajas 
temperaturas. En estudios realizados por Sang, J.L et al., en 1994, se 
¿ à c ^ - m u m a l 7 . f * t t m U » m ¿ U u " 
è^aidiUtU c* 
determinó que E. coli contiene 4 genes csp de los cuales cspA y cspB son 
genes inducibles por un choque frío, mientras que los genes cspC y cspD no lo 
son y se pudo observar que la proteína CspA tienen una gran homología con 
las proteínas que enlazan el DNA a la caja Y en eucariotes por lo que se piensa 
que las proteínas Csp son altamente conservadas evolutivamente. Se ha 
determinado que esta proteina consiste de 70 residuos de aminoácidos entre 
ellos, 6 fenilalaninas, una tirosina, un triptofano y siete residuos de lisina 
(Goldstein et al., 1990). Se ha considerado como una función general de la 
proteina CspA, la interacción con el DNA y posiblemente con el RNA resultando 
ser esencial como un activador transcripción al de choque frío principalmente 
durante la iniciación de la transcripción. También se le ha asociado a esta 
proteína con el desdoblamiento de moléculas plegadas de RNA particularmente 
a bajas temperaturas, esta función de "RNA chaperona" se ha reportado 
también en organismos eucarióticos (Jones, P.G, et al., 1994). Otra de las 
funciones de esta proteína y su familia es que puede enmascarar a un grupo 
de mRNA para inhibir su traducción. 
La respuesta fisiológica de E. faecalis JH2-2 al choque frío fue estudiado 
por Thammavongs, T., et al (1996), ellos observaron que el crecimiento de la 
bacteria a una temperatura subletal (8-16 °C) indujo una resistencia a 
temperaturas frías extremas observándose un incremento en la habilidad de las 
células para soportar periodos cortos de congelamíento/descongelamiento 
(-20°C/+37 'C). Por otra parte eí incremento del periodo de incubación a una 
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temperatura baja subletal permitió un alto grado de adaptación a la baja 
temperatura. 
En B. subtilis, la proteína CspB parece estar implicada en la tolerancia a 
temperaturas de congelamiento. Willimsky et al., en 1992, han logrado 
identificar la principal proteina de choque frío en B. subtilis y han determinado 
la estructura del gene, observando que el producto de este gene contiene 67 
residuos de aminoácidos y tiene un 61% de homología con la de E. coli. 
Se han hecho estudios para determinar los cambios en el grado de 
síntesis de proteínas en la bacteria psicrofílica de género Vibrio sp y se ha 
observado que después de un cambio en la temperatura de 0 a13 °C se 
incrementa el grada de síntesis de al menos 25 proteínas, mientras que en un 
cambio de 13 a 0 °C se observó un incremento en la síntesis de 39 proteínas 
(Araki, T , 1991). Se sugiere que estas diferencias en el grado de síntesis de 
proteínas pueden estar asociadas con una respuesta regulatoria del nivel de 
transcripción y traducción, y se piensa que estos cambios representan una 
medida adaptativa para crecer eficientemente a estas temperatura. 
La síntesis de proteínas ha sido implicada como uno de los principales 
factores en la habilidad de los microorganismos psicrofílicos y psicrotróficos 
para crecer a bajas temperaturas tales como la de su crecimiento mínimo a 
0 °C o menos (Gounot,A.M., 1991) Se ha demostrado que la disminución rápida 
de la temperatura ocasiona la síntesis de proteínas específicas de choque frío 
en muchos organismos, pero también se ha observado la síntesis de proteínas 
de aclimatación al frío (PAF) las cuales son sintetizadas en un alto grado 
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durante un crecimiento continuo del organismo a bajas temperaturas (Guy.C.L, 
1987). Roberts, M.E, et ai, en 1992 estudiaron la inducción de PCHF y PAF en 
una bacteria psicrofilica (AquaspirMum arcticum), observando que los 
tratamientos de choque frío de 10 a 0 aC, 5 a 0 "C y 10 a 5 °C provocaron la 
inducción de 14 PCHF, de las cuales 6 fueron inducidas por los tres 
tratamientos. Por otro lado se observó la síntesis de 8 PAF como respuesta al 
crecimiento continuo a 0 X , 5 de las cuales fueron PCHF. Se sugiere que 
estas proteínas pueden tener en parte una relación común en la adaptación a 
las bajas temperaturas, 
Un determinante molecular de crecimiento psicotrófico puede involucrar 
cambios cualitativos y cuantitativos en la síntesis de proteínas a bajas 
temperaturas. En estudios realizados por Whyte e Innis (1992) en Bacillus 
psychrophiíus y un mutante sensible al frío se ha determinado la inducción de 
PCHF y PAF cuando son sometidos a choques fríos de 20 a 0,10 y 15 eC y a 
un crecimiento continuo a las mismas temperaturas. Se ha visto que la mayor 
inducción se presenta a medida que el tratamiento es más severo ya que en el 
CHF de 20 a 0 *C como en el crecimiento a 0 °C se observó la síntesis de un 
mayor número de proteínas, sin embargo se presentó la pérdida en la inducción 
de 2 PCHF de 61 y 34 kDa en el mutante sensible al frío. Se piensa que estas 2 
proteínas pueden estar involucradas en la inhabilidad del mutante para crecer a 
bajas temperaturas pero que al mismo tiempo puedan ser importantes en la 
capacidad de esta bacteria psicotrofa para crecer en estas condiciones. 
7 . Vm&mib tm gitwími AmAntaM 
gi^ wrtfaW » Wt.-Uftttpí 
Se han realizado estudios en Listeria monocytogenes, acerca del efecto 
que tiene un choque frío y el crecimiento continuo a baja temperatura ya que se 
ha demostrado que este microorganismo tiene la capacidad de crecer a 
temperaturas de refrigeración, representando esto un efectivo enriquecimiento 
para el organismo, Bayles, O.O, (1996). Se ha demostrado que cuando esta 
bacteria se cambia de 37 a 5 °C es capaz de sintetizar 12 PCHF (48, 41, 21.8, 
21.1, 19.7, 19.2. 18.8, 18.2, 17.2, 15.5, 14.5 y 14.4 kDa). Cuando este 
microorganismo se cultiva en un crecimiento continuo a 5 °C, se observa la 
síntesis de PAF, cuatro de las cuales pertenecen a las PCHF. 
De igual manera (Cloutier, J., et al, 1992) han realizado estudios en 
varias especies de Rhizobium y se ha observado que tanto las cepas 
mesofílicas como las psicotróficas muestran la síntesis de proteínas de choque 
frío (52, 38, 23, 22,17 y 11 kDa) a temperaturas no permisibles para el 
crecimiento como -2,-5 y —10 gC. Sin embargo se describe que esta adaptación 
al frío no proporciona una mayor supervivencia a temperaturas de congelación 
para estos microorganismos ya que ésta disminuyó en todas las cepas hasta 
un 50% con el choque frío. 
El estudio de la respuesta al choque frío es relativamente reciente 
comparado con el estudio de la respuesta inducida por otro tipo de estrés, sin 
embargo se ha obtenido gran información acerca de la identificación de muchas 
proteínas de choque frío incluyendo una proteína que tiene en su secuencia 
una gran similaridad con otras proteínas procaríóticas y eucarióticas, muchas 
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de estas proteínas están involucradas en una serie de procesos que llevan al 
organismo a ser tolerante a temperaturas frías extremas. 
Debido a la importancia de C. perfríngens como patógeno de alimentos 
pensamos que es de gran interés el estudio de la inducción de las PCHF ya 
que se cree que éstas facilitan la supervivencia del patógeno al proporcionar 
protección contra choques fríos, así mismo, estas proteínas pueden constituir 
una respuesta adaptativa de la bacteria que facilita su crecimiento a bajas 
temperaturas. 
B) PROTEÍNAS DE CHOQUE ÁCIDO 
El pH ácido es una de las condiciones desfavorables más 
frecuentemente encontradas por los microorganismos; el drenaje de las minas 
ácidas, la lluvia ácida, la materia orgánica en descomposición, los desechos 
industriales y los ácidos débiles producidos por ellos mismos contribuye al 
estrés ácido. La habilidad para detectar y responder a cambios potencial mente 
letales en el pH del medio ambiente es muy importante en la supervivencia de 
las bacterias (Foster, J.W., ef al., 1995). El estrés ácido puede ser descrito 
como el efecto de la combinación biológica de un pH bajo y los ácidos 
orgánicos débiles presentes en el medio ambiente entre ellos ácidos grasos 
volátiles como el butirato, el propionato y acetatos producidos como un 
resultado de la fermentación. 
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Se ha reportado que algunos de los microorganismos sobre todo tos 
neutrófilos tienden a desarrollar varios sistemas de supervivencia en medios de 
pH bajo. Estos organismos detectan el medio ambiente desfavorable y 
experimentan una respuesta molecular programada en donde se sintetizan 
proteínas inducidas por el estrés. Hasta hace 10 años se conocía muy poco 
acerca de los mecanismos de supervivencia ácida inducible. Los miembros de 
la familia Enterobacteriaceae: & coli, Saimonella y Shigeüa han sido los más 
estudiados con respecto al estrés ácido. En su habitat natural estas bacterias 
se enfrentan constantemente a diversos tipos de estrés del medio ambiente, 
pero el más común es el ácido, cuando viajan a través del tracto 
gastrointestinal en donde se enfrentan además a diversos ácidos grasos 
volátiles presentes en el intestino y heces. Muchas de estas condiciones de 
estrés son también parte de la defensa del huésped hacia la infección, por lo 
que la habilidad de la bacteria patógena para detectar y responder a estas 
condiciones desfavorables contribuye en gran manera en su patogenicidad 
(Foster, J. W, 1995). 
Los microorganismos neutrófilos tales como S. typhimurium pueden 
crecer en un rango de pH de 5-9 debido a que el mecanismo de homeostasis 
de pH mantiene un pH intracelular constante sobre un gran rango de valores de 
pH externo durante el crecimiento. 
Este fenómeno se basa en la modulación de la bomba de protones así 
como del sistema antiport de K* y Na* , el cual capacita a la célula para 
mantener en pH interior cerca de 2 unidades de pH mas alcalino con respecto 
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al pH exterior de la célula. Este sistema de control de la bomba de protones es 
de gran importancia para el crecimiento y la sobrevivencia en medio ambientes 
moderadamente ácidos, mas sin embargo este sistema de homeostasis de pH 
deja de funcionar cuando se incrementa la acidez (Foster, J. W, 1992). 
Stocker, B. A, ef al (1986), observaron que Salmonella sp tiene una gran 
habilidad de resistir medios ambientes ácidos, principalmente después de la 
invasión de la mucosa intestinal por esta bacteria (Finlay, B.B. 1989), lugar a 
que está expuesta a la acción de fagolisosomas dentro de los cuales puede 
sobrevivir a pesar de que ahí se presenta un pH de 3 o 4, normalmente 
bactericida in vitro para esta bacteria (Field, P.l, et al., 1989). 
Foster en 1990, probó la habilidad adaptativa de -S. typhimuríum para 
llegar a ser ácido tolerante, observando que después de transferir las células 
de un pH de 7.6 a 5.9 éstas fueron de 100 a 1000 veces mas resistentes a 
subsecuentes exposiciones a pH ácidos fuertes. Esta respuesta de tolerancia a 
la acidificación requirió de la síntesis de proteínas de choque ácido. 
En estudios realizados por Foster, J. W. (1991) se encontró que la 
expresión de varios genes en Salmonella sp era controlada en parte por el pH y 
que el valor óptima para su inducción era de 6.0, observándose también 
cambios muy notorios en el grado de crecimiento. 
Se han realizado estudios con 5 typhimurium y se ha demostrado que 
tiene la habilidad de sobrevivir a pH muy ácidos (pH 3.0 a 4.0), si primero es 
adaptada a un pH moderado ( 5.5 a 6.0), también llamado pre-choque o 
fenómeno conocido como respuesta a la tolerancia ácida (RTA), el cual 
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involucra la síntesis de un grupo de proteína conocido como proteínas de pre-
choque y así mismo se ha observado que si se somete a las células a un 
choque ácido, que implica el cambio de las células de condiciones alcalinas 
(pH 7.7) a una acida (pH 4.5 o menos), el microorganismo no se reproduce y 
experimenta un cambio en la expresión de por lo menos 52 proteínas. Se ha 
demostrado que la inducción de proteínas de pre-choque y de choque ácido 
son procesos independientes, sin embargo 5. typhimurium sobrevive a 
condiciones de acidez extrema solo si se inducen ambos sistemas (Foster, J. 
W, 1991). 
Se ha usado diferente terminología para describir los sistemas de 
respuesta al choque ácido: la resistencia acida (RA), tolerancia acida (TA) y 
adaptación acida (AA) son términos usados para describir la supervivencia a un 
estrés de pH bajo. 
El mecanismo de RA solo se presenta en células en fase estacionaria, 
creciendo en un medio complejo a diferencia de la TA que se presenta en 
células en fase exponencial y en medios mínimos. 
Hickey, E. W, et al., (1990) estudiaron el efecto inducido en E. cotí y S. 
typhimurium por el pH bajo sobre la síntesis de proteínas cuando los cultivos se 
cambiaron de pH 7 a 5 y sobre el pH interno de las células cuando éstas 
crecieron a pH de 7.0 y de 5.0 en un medio mínimo suplementado (MMS). El 
análisis de las proteínas marcadas con H235S04 durante 20 min reveló que en 
E. coli el grado de síntesis de 13 polipéptidos se elevó de 1.5 a 4 veces, 
mientras que en S. typhimurium se incrementó de 2 a 14 veces la síntesis de 19 
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polipéptidos con respecto al control. Sin embargo el crecimiento de E. cotí en 
un caldo complejo a pH de 5.0 mostró la inducción de 5 polipéptidos 
específicos por bajo pH. También se mostró que el pH int ra celular de E. cotí 
disminuyó mas severamente que el de S. typhimurium a un pH externo de 5.0, 
ocasionando la disminución de un 50% en el grado de crecimiento con respecto 
a S. typhimurium, sugiriendo que al menos en un MMS, S. typhimurium es mas 
adaptativa al estrés por pH bajo que E. cotí. 
Gorden y Small en 1993, estudiaron la resistencia ácida en bacterias 
entéricas, demostrando que algunas especies de Shigelfa, E. cotí y Salmonella 
tienen la capacidad de sobrevivir a pH 2.5 durante 2 h. 
Las bacterias patógenas entéricas pueden estar sujetas a severas 
condiciones de estrés en el medio ambiente acuático, sin embargo estas 
bacterias presentan una vía oral de infección y deben se cruzar la barrera 
gástrica para causar la enfermedad en el huésped. Gauthier, M. J, et ai., 
(1994), estudiaron la habilidad de varías enterobacterias, incluyendo especies 
de Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella y Yersinia para adquirir 
resistencia a condiciones acídicas semejantes a las del estómago (pH 2.5 por 2 
h) después de su incubación en aguas oligotrópicas o agua de mar. Ellos 
observaron que la RA de E.coli, Shigella y S. typhimurium se incrementó de 100 
a 100 mil veces después de 100 min en agua de mar y dependió de la fase de 
crecimiento de la bacteria y de la síntesis de nuevas proteínas. 
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Estudiando el mecanismo de RA en Shigelfa flexneri en fase 
estacionaria, Waterman, S. y P.L.C. Small, (1996), determinaron que la bacteria 
tenía la capacidad de sobrevivir a un pH de 2.5 y que esta resistencia podia 
contribuir en su patogenicidad. Así mismo se observó que este mecanismo 
dependía de la síntesis de proteínas así como del factor sigma (a). 
Estudios realizados por Heyde, M, y Portalier, R, (1990) con respecto a 
este mecanismo en E. cotí, demuestran que después del cambio de pH de 6.9 
a 4.3, se indujo la síntesis de por lo menos 16 proteínas, 7 de las cuales fueron 
específicas del cambio ácido y fueron llamadas proteínas de choque ácido 
(PCHA). La inducción de una de esas proteínas fue dependiente del c, 
mientras que las otras fueron independientes de este factor. 
La RTA en S. typhimurium involucra varios sistemas, en fase logarítmica 
y en fase estacionaria. Algunos de estos sistemas son dependientes de un c 
alternante para RNA polimerasa, mientras que otros sistemas son 
independientes de este factor. Asociado a la RTA está la síntesis de una serie 
de proteínas inducibles por el choque ácido (PCHA), 51 para la RTA de fase 
logarítmica y 15 para la RTA de fase estacionaria. Algunas de estas proteínas 
requieren para su síntesis del factor sigma, mientras que otras requieren de la 
proteína Fur, regulador de la toma de fierro. 
Investigando este mismo aspecto, Foster, J. W, (1991, 1992) observó 
que en S. typhimurium el sistema RTA produce una función homeostátíca de 
pH inducible que sin/e para mantener el pH intracelular arriba de 5.0-5.5, siendo 
este mecanismo sensible a los inhibidores de síntesis de proteínas y opera 
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solamente para aumentar el pH intracelular cuando el extracelular es menor de 
4.0. En contraste con esto se encontró que la homeostasis de pH constitutiva 
no fue afectada por los inhibidores de síntesis de proteínas y solamente fue 
efectiva a valores de pH extracelular arriba de 4.0, por lo tanto se demostró que 
en esta bacteria existen dos sistemas de homeostasis de pH; el primero que es 
un sistema constitutivo adecuado para actuar a un estrés de pH arriba de 4.0 y 
el segundo que es inducible y opera eficientemente cuando el pH externo es 
menor a éste. Se determinó también que la supervivencia de las células 
asociada a la RTA está muy relacionada con una ATPasa translocadora de 
protones durante la exposición a cambios ácidos severos y que esta tolerancia 
ácida adaptativa es importante para que las especies de Salmonella sobrevivan 
a condiciones ácidas tanto en el medio ambiente como en un huésped 
infectado. 
Se ha observado que Lactococcus lactis subespecie lactis también 
presenta una RTA. Cuando las células se sometieron a un pre-choque y 
posteriormente a un choque ácido a pH de 3.9 se pudo demostrar la inducción 
de 33 polipéptidos. Sin embargo no se observó variación en la RTA cuando se 
adicionó cloranfenicol durante el pre-choque. Se sugiere que la síntesis de 
proteínas no es necesaria para la supervivencia en condiciones de acidez 
extrema (Harthe, A., et al., 1996). 
El a codificado por rpoS es un regulador crítico de la fisiología de células 
en fase estacionaria pero es también importante en células en fase exponencial 
y regula un aspecto importante de la tolerancia ácida. La inducción del factor 
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sigma por el choque ácido parece ser controlado por una proteína de 38 kDa 
codificada por el gene de la virulencia del ratón mviA. La proteína MviA controla 
la acumulación del factor y de las proteínas de choque ácido dependientes del 
factor regulando la proteólisis del mismo. Por lo tanto MviA estimula a que el 
factor sigma cambie en ausencia de estrés permitiendo su acumulación en 
presencia de éste ( Bearson, S, etal., 1997). 
Estudios del mecanismo de tolerancia ácida en 5. typhimurium, por 
Baik, S et al., (1996), han demostrado que la RTA inducida era importante en la 
supervivencia, si previamente había una exposición a ácidos débiles. También 
observaron que el a tenía un papel importante en la protección contra los 
efectos letales de los ácidos. Además se observó que este factor estaba 
involucrado en la RTA (Foster, J, W, 1993; Lee, S. I., etal., 1994). 
Lee, l,S., et ai, (1994) determinaron la capacidad de tolerancia ácida de 
células en fase estacionaria de S. typhimurium. Ellos encontraron que las 
células en fase estacionaria presentaron una ATR inducible a pH bajo (ATR de 
fase estacionaria) la cual proporcionaba un alto nivel de resistencia ácida pero 
involucró la síntesis de pocas proteínas y que es distinta de la RTA en fase 
logarítmica. 
Estudiando este mismo aspecto, Yong, K.P, et al., (1996), observaron 
que la RTA en S. typhimurium incluye los dos sistemas; en fase logarítmica y 
en fase estacionaria, pero que la RTA de fase log requiere de dos 
componentes para la máxima tolerancia ácida: un sistema de homeostasis 
inducible y una serie de proteínas de choque ácido. Asi mismo determinaron 
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que la lisina descarboxilasa inducible por bajo pH contribuyó significativamente 
al mecanismo de homeostasis de pH en un medio ambiente de pH 3.0 y que 
ambas condiciones; la lisina descarboxilasa y las proteínas de choque ácido se 
requirieron para la tolerancia ácida. 
Foster, J. W, (1993) determinó que durante la RTA en S. typhimurium se 
sintetizaron 43 proteínas de choque ácido pero que varías de estas proteínas 
importantes para la tolerancia a pH de 3.3 eran solo sintetizadas 
transitoriamente ya que su desaparición después de 30 a 40 min de un choque 
ácido a pH de 4.4 coincidió con su inhabilidad para sobrevivir a un subsecuente 
cambio a pH de 3.3, estableciendo que estas proteínas de choque ácido son 
una característica esencial para la tolerancia ácida inducible y que tanto la 
acidificación intraceluíar como la del exterior de la célula son una señal 
disparadora de su síntesis. 
Hickey, E. W, ef al., (1990) estudiaron el efecto inducido en E. cotí y S. 
typhimurium por el bajo pH, sobre la síntesis de proteínas cuando los cultivos 
se cambiaron de pH 7 a 5 y sobre el pH interno de las células cuando éstas 
crecieron a pH de 7.0 y de 5.0 en un medio mínimo suplementario (MMS). El 
análisis de las proteínas marcadas con H235S04 durante 20 min reveló que en 
E. coli el grado de síntesis de 13 polipéptidos se elevó de 1.5 a 4 veces, 
mientras que en S. typhimurium se incrementó de 2 a 14 veces la síntesis de 19 
polipéptidos con respecto al control. También se mostró que el pH intraceluíar 
de E cotí disminuyó más severamente que el de S. typhimurium a un pH 
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externo de 5.0, sugiriendo que al menos en un MMS, 5. typhimurium es más 
adaptativa al estrés por pH bajo que E. coli. 
En estudios realizados con Streptococcus thermophilus PB18, González, 
M.H, et al., (1997) determinaron los patrones de proteínas en una y dos 
dimensiones de células creciendo en fase exponencial y estacionaría de 
crecimiento y ellos observaron la sobreexpresión en fase estacionaría de una 
proteína de 16 kDa en una electroforesis unidimensional después de 2 h del 
choque ácido, sin embargo no se expresó en células en fase estacionaria en un 
medio a una concentración mínima de lactosa en el cual el pH del medio fue de 
5.5 comparado con el de 4.7 alcanzado en un medio con una concentración 
normal de lactosa. Los resultados mostraron que esta proteína es expresada en 
respuesta al medio ambiente ácido y no en respuesta a la fase de crecimiento. 
El análisis bidimensional mostró que 9 proteínas fueron expresadas solo 
durante la fase exponencial y otras 10 solo durante la fase estacionaria y que la 
banda observada de 16 kDa en el análisis unidimensional correspondió a una 
familia de proteínas de 16 kDa determinada en el análisis bidimensional, cuya 
expresión se incrementó 8.5 veces cuando el pH extracelular alcanzó valores 
abajo de 5.0. 
La RTA en L monocytogenes fue estudiada por Davis, M.J, et ai (1996) 
en donde determinaron un incremento en la tolerancia àcida a pH 3.0 durante 
su crecimiento en fase exponencial después de una exposición previa a un pH 
5.0/1 h y que la expresión total de la RTA requirió de la síntesis de nuevas 
proteínas ya que el cloranfenlcol, inhibió la inducción de esta tolerancia. 
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Observaron un cambio en la expresión de por lo menos 23 proteínas, 
mostrándose inducción en 11 de ellas, mientras que 12 fueron reprimidas. 
L.monocytogenes también mostró resistencia ácida cuando las células 
crecieron en fase estacionaria sin embargo esta respuesta pareció ser 
independiente de la RTA observada durante el crecimiento exponencial. 
También se investigó la respuesta de Brucella suis 1330 y B. canis 
RM6/66 durante su crecimiento a pH ácido y la inducción de la RTA y se 
observó que ninguna de las dos especies presentó una resistencia ácida de 
fase estacionaria dependiente de rpoS; sin embargo tanto B. suis como B. 
canis desarrollaron una importante RTA cuando se desarrollaron en una 
condición de acidez media (Kulakov, Y. K., et al, 1997). 
Karem, et al., (1994) estudiaron la respuesta de Aeromonas hydrophila al 
estrés ácido y demostraron que esta bacteria exhibía una importante RTA, 
capaz de proteger a la célula de una exposición a pH de 3.5 después de una 
exposición previa a un pH de 5.0 por 20 min. La importancia de la síntesis de 
proteínas en este proceso se observó mediante la adición de cloranfenicol al 
medio durante la adaptación al ácido, ya que impidió el desarrollo de la 
tolerancia. 
El mecanismo de RTA también ha sido estudiado en Mycobacteríum 
smegmatis en donde se observó que una exposición a un pH ácido subletal 
proporcionó protección a una subsecuente exposición a un pH letal. Además se 
determinó que esta adaptación dependía de la síntesis de proteínas (O'Bríen, L. 
M, etai, (1996). 
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Estos estudios se han realizado también eri las bacterias malolácticas o 
bacterias del ácido láctico las cuales llevan a cabo la transformación del ácido 
màlico a ácido láctico y CO2 de gran importancia en la tecnología de la industria 
vinicola. Estas investigaciones realizadas por Cachón, D.Z., et al, (1995) 
determinaron que Leuconostoc oenos cuyo limite ácido de crecimiento es de 
pH 3.0 sobrevivió a un pH de 2 6 después de que las células fueron sometidas 
a un pH adaptativo. La respuesta al estrés ácido resulta ser muy importante en 
bacterias del ácido láctico ya que su crecimiento y transición a la fase 
estacionaria es acompañado por la producción de ácido láctico el cual acidifica 
el medio, inhibe la multiplicación y ocasiona la muerte celular. Esta respuesta al 
estrés ácido fue estudiada en Lactococcus lactis MG 1363 donde se observó 
una tolerancia àcida ya que sobrevivió a un pH de 4.0 cuando las células se 
adaptaron primeramente a un pH entre 4.5 y 6.5 durante 5 a 15 min. Se 
determinó también que esta adaptación requirió de la síntesis de proteínas 
indicando esto que la condición àcida induce la expresión de nuevos genes 
sintetizados y que L. lactis presenta una respuesta inducible al estrés ácido en 
fase exponencial ( Rallu, F, etaf., 1996). 
En este mismo año Hartke, A, et al, estudiaron también la respuesta de 
estrés al ácido láctico en L lactis subespecie lactis y observaron un gran 
incremento en la supervivencia de las células a un pH de 3.9 cuando las células 
fueron tratadas previamente por 30 min con un pH de 5.5. Mediante el análisis 
del extracto de proteína total determinaron la inducción de 33 polipéptidos 
durante la respuesta a la tolerancia àcida. 
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La tolerancia a pH bajos es un mecanismo de gran interés que se ha 
estudiado también en bacterias del género Rhizobium. Correa, O.S, ef a/, 
(1997) probaron 7 cepas de R. loti para tolerancia àcida a valores de pH de 4.0 
a 8.0, observando que las cepas que crecieron a pH 4.0, tuvieron una 
tolerancia àcida relacionada a la composición y estructura de la membrana ya 
que el pH provocó la expresión de una proteina de membrana de 49.5 kDa y 
tres proteínas solubles de 66.0, 58.0 y 44.0 kDa cuya expresión se incrementó 
cuando las células crecieron a pH 4.0, sugiriendo que la tolerancia àcida en R. 
loti involucra mecanismos constitutivos tales como la permeabilidad de la 
membrana junto con una respuesta adaptativa como lo es la expresión de 
algunas proteínas. 
Graham, P, H, et al., (1994), establecieron que R. leguminosarum 
bacteria de nòdulo de raíz y E.coli UB1301 creciendo en fase logarítmica 
presentaron una RTA cuando crecieron bajo condiciones acídicas medias. 
Determinaron la muerte celular bajo un choque ácido a pH de 3.0 y encontraron 
valores de letalidad considerablemente mayores tanto para R. leguminosarum 
como para £*. cotí cuando se trataron a pH de 5.0. Se observó también que las 
células en fase estacionaria de ambas cepas fueron mas tolerantes al ácido 
con valores de letalidad de 2 a 5 veces mayor que el de las células creciendo 
en fase exponencial. 
Se ha establecido que las alteraciones en pH y temperatura de 
crecimiento induce cambios enzimáticos y metabólicos en las células y se 
pueden manifestar como una alteración en la composición y contenido de los 
lípidos de la pared celular. Estas determinaciones fueron corroboradas por 
Bodnaruk, P. W, et al., (1996) cuando examinaron por medio de cromatografía 
de gas los extractos de ácidos grasos de tres cepas de Yersinia entemcolitica 
las cuales crecieron a pH de 5, 7 y 9, observando que cuando las células se 
cultivaron a pH de 5.0 produjeron una gran cantidad de ciclopropano y ácidos 
grasos saturados, disminuyendo la cantidad de ios ácidos grasos insaturados, 
comparados con los niveles producidos durante el crecimiento a pH de 9.0. Se 
determinó que a un pH de 5.0 los ácidos grasos saturados comprendieron de 
un 73-86% del total de ácidos grasos de la célula, mientras que a pH de 9.0 la 
proporción de ácidos grasos saturados disminuyó a un 47-72%. 
La adaptación al ácido por los microorganismos es de gran importancia 
en la industria alimenticia. En la actualidad los ácidos propiónico, acético y 
butírico son comúnmente usados para la conservación de alimentos, se ha 
visto que estos ácidos son constituyentes comunes en diversos nichos 
ecológicos como el contenido intestinal de humanos, sin embargo, estos ácidos 
orgánicos pueden tener también un efecto contra el crecimiento y viabilidad de 
las bacterias (Guifoyle, D.E. y I.N. Hirshftiield, 1995). Estos investigadores 
demostraron que la tolerancia a pH ácido (3.5), de células inicialmente crecidas 
a pH cercano al neutro se incrementa por (a exposición al ácido propiónico o 
butírico al 0.1%. Ellos observaron que la inducción de la arginina y la lisina 
desearboxilasa son importantes para la supervivencia de E. coli que fue 
expuesta a combinaciones de ácidos ligeros (pH 5.5) y a butirato al 0.5%. Este 
estudio sugirió que la presencia de ácidos orgánicos de cadena corta podían 
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disparar una respuesta de adaptación que pudiera ser importante en la 
supervivencia de patógenos causantes de brotes por el consumo de alimentos 
contaminados. 
En estudios realizados en S. typhimurium se determinó que una 
exposición de la bacteria a una acidez media a pH de 4.4 indujo una RTA la 
cual protegió a las células de los ácidos débiles tales como el butírico, acético 
o propiónico ( Baik, H.S, et al., 1996). 
La adquisición de tolerancia al pH ácido y la síntesis de PCHA son un 
factor muy importante que puede influir en la supervivencia de C. perfringens y 
por lo tanto en su patogenicidad. Se sabe que durante su paso por el 
estómago, esta bacteria es sometida a ambientes ácidos los cuales soporta 
para llegar al intestino delgado donde finalmente produce la enfermedad. 
Además es de especial interés estudiar la capacidad de la bacteria para resistir 
a estos cambios de pH similares a los que son sometidos los alimentos durante 
su proceso y almacenaje; ya que la presencia del organismo en ellos puede 
ocasionar enfermedades alimentarias muy importantes. En general existen 
muchos estudios de las PCHA sobre todo en E. cotí, SaimoneHa, ShigeUa , mas 
sin embargo no hay información sobre estas proteínas en C. perfringens, por lo 
que uno de los objetivos de este trabaja fue determinar su presencia en las 
células vegetativas de esta bacteria y ver su relación con el mecanismo de 
tolerancia àcida adquirida, ya que en las investigaciones realizadas a la fecha 
se ha establecido que hay organismos que presentan mecanismos de 
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adaptación a medios ambientes desfavorables como un cambio en la 
temperatura o en pH, y que esta supervivencia involucra la síntesis de 
proteínas, la adquisición de tolerancia, la inducción de proteínas inmunógenas, 
etc, que les permiten sobrevivir en estas condiciones. 
RESPUESTA CRUZADA 
Se han realizado diversas investigaciones en el área de la llamada 
protección cruzada, es decir, la adquisición de tolerancia o resistencia a un 
cierto tipo de estrés, al ser sometido previamente a un factor estresante 
diferente. Estudiando este aspecto Berg, G. R., et al, (1987), reportaron que las 
levaduras psicotrofas Trichospotvn pulluians y Sporobolomyces salmonicolor, 
presentaron la inducción de PCHT cuando las células eran sometidas a 
anaerobiosis. En otra investigación realizada por Humprey, et al, (1991), se 
reportó que Safmonella enteritidis PT4 mostró adquisición de termotolerancia 
después de una exposición previa a condiciones alcalinas. Se determinó de 
esta manera, que la adquisición de termotolerancia fue debida a un estrés 
diferente del choque térmico. Así mismo se ha demostrado por Vólker, U., et al 
(1992), que las células de S. subtilis podían adquirir halotolerancia al ser 
sometidas a un choque térmico subletal y al crecer a bajas concentraciones de 
sal inducía termotolerancia, aunque esta era menos» efectiva que la adquirida 
por un choque térmico. 
Estudiando la respuesta de protección cruzada en Saccharomyces 
cerevisiae, Iwahashi, H., ef al, (1991), encontraron que un choque térmico 
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proveía de una protección contra un subsecuente daño por presión bidrostática; 
y que la protección contra altas temperaturas y alta presión podían estar muy 
relacionadas fisiológicamente. 
Un importante efecto de resistencia al ácido acrílico y iones de cobre se 
observó en células de E. coli cuando fueron sometidas a un choque frío de 37 a 
S °C durante 50 min esto debido probablemente a que estos inhibidores 
pierden su capacidad de penetrar en el organismo debida a un cambio en las 
porinas después del choque frío. Sin embargo cuando el inhibidor logra 
penetrar al organismo se ha observado que éste tiene una mayor capacidad de 
reparación del daño causado ya sea a membranas, DNA o enzimas celulares 
por los inhibidores (Whiting, G, C., etal., 1995). 
Flahaut, S., et al., (1996), observaron que cuando las células de 
Enterococcus faecalis fueron sometidas a un estrés osmótico moderado de 
NaCI al 6.5% o 52% de sacarosa, se observó la inducción de resistencia a alta 
presión osmótica en un medio complejo además de una respuesta cruzada al 
etanof al 22%, a los detergentes, al H2O2 y en menor grado a una temperatura 
letal de 62 °C. 
Boutibonnes et al., (1993) demostraron una respuesta cruzada en E. 
faecalis cuando observaron que las células al recibir un tratamiento previo con 
etancl al 2% ó 4% adquirían un aumento de su termotolerancia y cuando 
crecía a 45 ó 50 "C se aumentaba su tolerancia al etanol. 
Para observar la posibilidad de que un choque térmico o un choque frío 
confiera protección a las células de Thiobaciilus ferrooxidans a temperaturas 
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normalmente letales ya sea altas temperaturas o temperaturas de congelación 
se estudió la respuesta al choque térmico y al choque frío en diferentes cepas 
de T. ferrooxidans, Huebert et al (1995) encontraron que a diferentes 
temperaturas de choque térmico esta bacteria podía adquirir termotolerancia 
sin embargo ésta no proporcionaba protección contra la pérdida de viabilidad a 
la temperatura de congelación de -15 CC. Así mismo se observó la misma 
respuesta cuando las células se sometieron a un choque frío de 25 a 10 °C y 
de 25 a 5 °C. El análisis de las proteínas de choque térmico reveló al menos la 
presencia de una nueva proteína y la elevada inducción de ocho proteínas de 
choque térmico. 
Varios estudios realizados nos muestran que la adaptación ácida 
confiere resistencia a una gran cantidad de condiciones de estrés, incluyendo 
calor, sales, HíOí, cristal violeta y polimixina B. Sin embargo la adaptación a 
otros tipos de estrés no induce una significante tolerancia al ácido. Esto implica 
que la exposición al ácido puede ser percibida por la bacteria como un 
indicador de estrés mas general, mientras que el calor, las sales y el H2O2 
pueden ser señales de estrés mas específicos. Debido a que el choque ácido 
induce resistencia cruzada a una gran variedad de estrés se ha sugerido que 
las células que sufren un choque ácido en el estómago puedan ser preparadas 
para resistir las condiciones desfavorables que se encuentran posteriormente 
en el intestino (Bearson, S. eí al., 1997). 
Estudios realizados al respecto en E. col1 demostraron que el cambio de 
las células de un pH 7.0 a 5.5 o 6.0, proporcionó sensibilidad al álcali (pH 9.5) 
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mediante una rápida respuesta fenotípica inducida. La sensibilidad se redujo a 
un pH extracelular de 5.0 y se eliminó a un pH de 6.5. Se determinó que esta 
respuesta fue disparada por una acidificación citoplásmica, más que una 
externa o periplásmica y fue necesario la sintesis de nuevas proteínas 
(Rowbury, R.J, etal., 1996). 
La protección cruzada también se pudo observar en células de E. colí 
0157:H7 y no 0157:H7 que presentaron una RTA y una elevada respuesta al 
choque ácido de células en fase estacionaría expuestas a ácido láctico; 
primeramente adaptadas a pH de 5.5 y posteriormente sometidas a un pH de 
4.0 lo cual resultó en una protección contra elevadas concentraciones de 
cloruro de sodio (15%) y de lactato de sodio (30%), sugiriendo al observar esta 
protección cruzada, nuevas evaluaciones en cuanto a la combinación de este 
tipo de conservadores como control de este patógeno ( Garren, D. M, et ai, 
1998). 
El efecto del choque ácido sobre la resistencia térmica de L 
monocytogenes también fue estudiada como un mecanismo de protección 
cruzada por Farber, J.M, (1992) en donde se determinó que una acidificación 
de las células con ácido clorhídrico o ácido acético por varios periodos de 
tiempo proporcionó tolerancia a las células de Listeria en leche calentada a una 
temperatura de 58 °C. Se estableció que las células acidificadas durante 1 h 
con MCI mostraron la mas alta termotolerancia con respecta a los controles 
cuando se expusieron a 58 aC. 
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La RTA inducida en L monocyíogenes Scott A fue estudiada por 
Okereke, ef a., (1996), cuando cultivaron las células a un pH de 5.4 y 
posteriormente se transfirieron a un pH de 3.3 y 4.3. Ellos encontraron que las 
células tratadas con un pre-choque ácido y expuestas posteriormente a un pH 
de 3.3 fueron de 150 a 7500 veces más resistentes. Sin embargo, en las 
expuestas a un pH de 4.3 no hubo diferencia en cuanto a las células no 
tratadas. Asi mismo se observó que cuando expusieron las células que 
presentaron resistencia al pH ácido, a diferentes concentraciones de nisina 
(0.03, 0.6, 1.2 y 1.5 g/mf), antimicrobiano que se usa en la industria de 
alimentos como conservador, se encontró que las células fueron ligeramente 
más resistentes a la nisina que los controles, lo cual indicó que la RTA confería 
una limitada protección cruzada contra este antibiótico. 
Humphrey., et ai, (1993), realizaron estudios similares en S. enteritidis 
PT4 y determinaron que cuando las células eran transferidas de una 
temperatura de 20 a 37-46 "C éstas presentaron una marcada tolerancia ácida 
y térmica, alcanzando la primera una máxima inducción durante los primeros 5-
15 min después del cambio y esta respuesta era independiente de la síntesis 
de proteínas; en contraste con la tolerancia térmica la cual alcanzó una 
máxima inducción hasta los 60 min después del cambio y fue dependiente de la 
síntesis de proteínas, mostrando que aunque la resistencia ácida y térmica se 
pueden incrementar por una exposición previa a una alta temperaturas de 
incubación , los mecanismos involucrados son diferentes. 
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Se han realizado estudios relacionados con la tolerancia al estrés y 
protección cruzada en E. faecaüs ATCC19433. Cuando estas células se 
expusieron a sales biliares, pH ácido o choque térmico, se observó que las 
células adaptadas a las sales biliares y al calor demostraron la inducción de 
una protección cruzada y tolerancia homologas, sin embargo no hubo una 
protección cruzada de las células adaptadas al calor hacia la tolerancia al ácido 
y el pretratamiento con sales biliares trajo como resultado una sensibilización al 
mismo. En ese estudio Flahaut, S., &tal., (1996) observaron en el análisis de la 
proteína total que cada tratamiento indujo un juego específico de proteínas y 
que algunas de éstas eran inducidas por mas de un tratamiento. 
Leyer, et al., (1993) demostraron que un choque ácido desarrollaba una 
importante protección cruzada al calor, al estrés oxidativo, al estrés osmótico y 
a la polimixina B en S. typhimurium. Sin embargo ni el choque térmico, ni el 
osmótico indujeron tolerancia al ácido. Así mismo se observó que la adaptación 
ácida incrementaba la hidrofobicidad de la superficie celular ya que se indujo la 
síntesis de proteínas de Ja membrana externa sin embargo los componentes 
lipopolisacáridos no fueron alterados, por lo que se determinó que el 
mecanismo de la protección cruzada inducida por el ácido involucra cambios en 
las propiedades de la superficie celular además del conocido mecanismo de 
homeostasis de pH. 
Este mecanismo se ha estudiado en aislados de S. enteríca Enteritidis 
PT4 con elevada tolerancia al calor, al ácido y al H2O2, por Humphrey, T, J, 
et a/., (1996) cuando los usaron para infectar ratón, pollos o gallinas ponedoras, 
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en donde se observó que estos aislados fueron mas virulentos en ratón y mas 
invasivos en gallinas ponedoras, particularmente en tejido reproductivo, sin 
embargo no hubo diferencia de comportamiento en gallos. 
Como podemos observar en las investigaciones realizadas, los 
organismos poseen la capacidad de adaptarse a las diferentes condiciones 
adversas que pueden enfrentar en el medio en que se desarrollan. De esta 
manera el estudio de la adquisición de tolerancia a bajas temperaturas en 
C. perfringens debido a un tratamiento con un choque frío subletal resulta ser 
muy importante a fin de entender más sobre la capacidad de supervivencia de 
este patógeno, para poder establecer medidas de control contra este 
microorganismo, por su posible influencia en la calidad sanitaria de los 
alimentos, por lo que uno de los objetivos de este trabajo fue investigar en este 
aspecto. 
PCHF Y PCHA COMO ANTlGENOS INMUNODOMINANTES 
Se ha observado que la respuesta al choque térmico, está ubicada a lo 
largo de los reinos procarionte y eucarionte y se considera que las PCHT son 
moléculas evolutivamente muy conservadas (Jindal, S. et al., 1989). Debido a 
esto, estas proteínas pudiera predecirse para ser escasamente inmunogénicas, 
sin embargo, la evidencia sugiere que pueden ser alguno de los mas 
importantes inmunógenos de algunos agentes infecciosos. Investigaciones 
posteriores corroboran lo anterior indicando que las PCHT eran buenos 
inmunógenos en muchas infecciones y sugirieron que podía ser debido al 
estrés impuesto por el hospedero durante la infección (Kaufmann, S, 1990). 
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Una característica importante es que la mayoría de las PCHT 
inmunodominantes que se han encontrado, pertenecen a la familia PCHT60 y 
PCHT70. El papel de las PCHT en inmunidad es extenso. Se ha establecido 
que las PCHT tienen funciones Importantes en diferentes aspectos de la 
inmunidad. Además estas proteínas de un gran número de patógenos, figuran 
entre los principales antígenos reconocidos por el sistema inmune. Durante las 
infecciones bacterianas, la interacción entre el patógeno y el hospedero genera 
situaciones de estrés para ambos organismos Se sabe que algunas de las 
proteínas del estrés del patógeno son antígenos inmunodominantes e incluso 
son factores de virulencia por lo que se ha visto la posibilidad de utilizarlas 
como vacunas contra un grupo de enfermedades debido a la gran homología 
entre éstas en los diferentes organismos (Jaattela, M y D. Wissing, 1992). 
En un estudio realizado con V. enterocolitica se estableció que el 
antígeno in mu nodom inante de 60 kDa, era una proteína de choque térmico y se 
ha visto que esta PCHT se ha encontrado en un amplio rango de bacterias 
(Ogata et al., 1987). Este antígeno fue designado proteina antigénica de 
reacción cruzada (PARC) y fue originalmente identificada como una proteína 
inmunodominante en el suero de pacientes con yersiniosis y en ratones 
infectados experi mentalmente con Y. enterocolitica (Ogata, S. ef al., 1987). 
Esta PARC fue producida bajo las condiciones de choque térmico en 
Y. enterocolitica pero se ha encontrado como un antígeno bacterial común el 
cual es distribuido en almenos 20 géneros bacterianos (Ogata, et al., 1987; 
Yamaguchi, H. ef al., 1989). Esta proteína mostró identidad inmunológica para 
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la proteína GroEL de E. cotí, (Yamaguchi, H. et al., 1990). En adición a esta 
PARC, otras 9 proteínas de choque térmico fueron detectadas en 
Y enterocolitica 
En algunos estudios se ha sugerido una relación entre la supervivencia 
de las bacterias patógenas en el hospedero mamífero con la síntesis de 
proteínas de estrés durante la infección. En el caso de S. typhimurium, se ha 
encontrado que la DnaK y GroEL son las proteínas de mayor inducción 
después de su entrada a los macrófagos del hospedero en cultivos celulares 
(Buchmeier, N.A. y Hefron, F., 1990). Además una proteína de choque térmica 
de 66 KOa es la responsable de la unión de esta bacteria a la mucosa intestinal 
en cobayos, por lo que se reconoce como un importante factor de virulencia en 
eí desarrollo de la salmonelosis (Ensgraber, M y Loos. M.N, 1992). 
Los miembros de la familia GroEL están altamente conservadas en el 
reino procariote y son potentes inmunógenos los cuales están reconocidos 
fuertemente por el sistema inmune del hospedero durante la infección. Diversas 
homólogos de la prateína GroEL de E.coli pertenecientes a la familia de 60 
kDa han sido encontrados e involucrados en varias enfermedades ocasionadas 
por diversas bacterias como Clamydia psittsci, C. trachomatis, C. pneuminia, 
Borrelia burdorferí (Jaattela, M y D. Wissing, 1992), Bortíetella pertussis, 
Legionella sp, Pseudomonas aeruginosa, M. leprae, M. tuberculosis (Young, 
D.B. y T.R. Garbe, 1991). 
Trabajando con B. abortus, Lin, J, et al (1992) encontraron que una 
proteína de choque térmico de 62 kDa era un antigeno reconocido 
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predominantemente. Por otro fado, en Pasteuwlla muitocida se han encontrado 
4 proteínas de choque térmico (70, 60, 40 y 36 kDa) que actúan como 
antigenos inmunodominantes (Love, B. C. y D. C. Hirsch, 1994). De la misma 
forma (Young.D., etai, 1991) reconocieron las PCHT de M. tuberculosis DnaK, 
GroEL y GroES inducidas por un cambio de temperatura de 37 a 42 °C. 
También en diversos estudios realizados por Wu,Y. et al, 1994, encontraron 4 
proteínas de estrés de peso molecular de 45, 64, 10 y 12 kDa cuando las 
células se sometieron a choque térmico, a un tratamiento alcalino o a ambos. 
Además, estas proteínas fueron los antigenos mejor reconocidos por 
anticuerpos presentes en suero y mucosas intestinales. Así mismo cuando se 
analizaron los perfiles protéicos de Haemophilus ducreyi por 
electrotransferencia y detección inmunológica utilizando suero de conejo 
inmunizado y de pacientes enfermos con cancrosis, se encontró que una PCHT 
de 58.5 kDa era altamente ínmunogéníca (Brown, T, et ai., 1993). 
De la misma forma (Heredia, N, etai1998) al caracterizar las proteínas 
que C. perfringens sintetizaba durante un choque térmico, se encontraron 7 
proteínas diferentes, la mayoría asociadas a membrana, mientras que solo una 
se presentaba principalmente en el citoplasma. Se observó que 2 de estas 
PCHT se encuentran relacionadas inmunológicamente con GroEL y DnaK de 
L. lactis y E. col¡. 
Debido a la importancia que presentan las proteínas de estrés que 
pueden actuar como antigenos inmunodominantes y por lo tanto intervenir en el 
proceso de patogenicidad de cualquier agente infeccioso, consideramos de 
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gran interés determinar si el microorganismo sintetiza PCHF y PCHA 
inmunodominantes, ya que pensamos que esto pude contribuir al 
entendimiento de la relación patógeno-huésped que se presenta en el 
desarrollo de esta enfermedad. 
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|HIPÓTESIS| 
C. perfríngens es capaz de inducir la síntesis de proteínas de choque frío y 
proteínas de choque ácido y adquirir resistencia a condiciones frías y acidas 
extremas, cuando previamente es sometido a bajas temperaturas y pH ácido 
respectivamente. 
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[OBJETIVOS! 
1.- Oeterminar el efecto del choque frío y choque ácido sobre el crecimiento de 
células vegetativas de C. perfríngens 
2.- Demostrar el efecto del choque frió y choque ácido en la adquisición de 
tolerancia a bajas temperaturas y pH ácidos extremos en células vegetativas. 
3.- Determinar la duración de la tolerancia adquirida al frío y a la acidez 
respectivamente. 
4.-Establecer el efecto del choque frío y choque ácido sobre el patrón de 
proteínas producidas por la bacteria. 
5.- Determinar los pesos moleculares de las principales PCHF y PCHA 
producidas. 
6.- Establecer la presencia de anticuerpos contra PCHF y PCHA de 
C perfnngens en animales enfermos de gangrena gaseosa. 
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[MATERIAL Y MÉTODOS| 
MANTENIMIENTO DE LA CEPA. 
En este trabajo se utilizó la cepa de C. perfringens FD- 1041 
enterotoxigénica, proporcionada amablemente por el Dr. Stanley Harmon de la 
FDA, Washington, D.C. E.UA. 
La bacteria se mantuvo como cultivo esporulado de reserva, en medio de 
carne cocida según Robertson (Wiflis, A.T., 1960) a - 2 0 "C y se resembró cada 
12 meses. 
INOCULO: 
A partir del cultivo de reserva se tomó una alícuota y se añadió en un 
tubo con 10 mi de caldo con tioglicolato y posteriormente se colocó en un baño 
de agua a 75 "C por 15 min para activar el proceso de germinación de las 
esporas. Posteriormente se enfrió a temperatura ambiente y se incubó a 37 °C 
por 16 h. 
EFECTO DEL CHOQUE FRÍO SOBRE EL CRECIMIENTO DE C. perfringens 
A parir de la cepa activada, se inocularon al 1% tubos con 4 mi de caldo 
con tioglicolato de reciente preparación. Los cultivos se incubaron a 43 "C en 
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un baño de agua y cuando alcanzaron la parte media de la fase logarítmica 
(Aeoo 0.30-0.35, en un espectrofotómetro Sequoia-Turner modelo 340), se 
transfirieron a baños de agua a 15, 20, 25, y 28 X por diferentes periodos de 
tiempo. Posteriormente los cultivos se retomaron a la temperatura de 
incubación original (43 X ) , hasta alcanzar 8 h. 
El crecimiento de los cultivos se determinó cada h mediante lecturas 
espectrofotométncas y cuenta viable en placa, utilizando medio nutritivo 
compuesto de 1.0% extracto de levadura Dtfco, 1.5% tripticasa peptona, BBL y 
1.5% agar, Difco. Una vez que las cajas solidificaron, se incubaron en 
anaerobiosis a 37 °C durante 24 a 48 h. 
EFECTO DE LA BAJA TEMPERATURA EN LA ADQUISICIÓN DE 
TOLERANCIA AL FRÍO. 
La cepa FD-1041 se activó de la forma anteriormente descrita. Se 
inocularon tubos al 1% conteniendo 4 mi de caldo con tioglicolato y se 
incubaron los cultivos en un baño de agua a 43 X y cuando alcanzaron la 
mitad de la fase logarítmica se transfirieron a un baño de agua a 28 X durante 
60 min. 
Después de aplicar el choque frío, las células se transfirieron a un baño 
de agua a 10 X por diferentes intervalos de tiempo y posteriormente se 
determinó la supervivencia de las células mediante una cuenta viable en placa. 
Se realizaron las curvas de muerte por duplicado (logia del número de células 
sobrevivientes contra el tiempo de exposición a una temperatura especifica) 
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para cada caso, y se determinó el valor "D" (tiempo que tarda en disminuir un 
logaritmo la población bacteriana). 
Se empleó el método de regresión lineal y para la comparación de 
pendientes se utilizó el análisis de distribución de Y para muestras pequeñas. 
Los experimentos se realizaron por duplicado y al menos tres repeticiones de 
cada uno de ellos 
DURACIÓN DE TOLERANCIA AL FRÍO 
Para determinar la duración de la tolerancia al frío adquirida, una vez que 
fueron sometidos los cultivos al choque frío, se retomaron a la temperatura de 
incubación original (43 °C) y se mantuvieron por 1, 2, y 3 h. Enseguida se 
determinó la tolerancia a 10 "C como se mencionó anteriormente. 
EFECTO DEL CHOQUE FRÍO SOBRE EL PATRÓN DE PROTEÍNAS 
Se activó la cepa como se mencionó anteriormente y a partir de ella se 
inocularon tubos con 2 mi de caldo con tioglicolato y se incubaron a 43 X en un 
baño de agua. Cuando los cultivos llegaron a la mitad de la fase logarítmica se 
sometieron a una temperatura de 28 °C y a los 5 min se le agregó 100^Ci/ml de 
una mezcla de cisteína y metionina marcadas con 35S (Trans 35S-label, ICN 
Biomedical) y se continuó la incubación durante 55 min más. Posteriormente se 
adicionó 2 mi de ácido tridoroacético (TCA) al 30% frío para parar la 
incorporación y las muestras se colocaron en un recipiente conteniendo agua 
con hielo a una temperatura de 2-4 °C durante 15 a 20 min. 
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Durante este período se tomó una muestra del cultivo (5pl), cada 5 min y 
se colocó en el centro de un filtro de fibra de vidrio (Whatman, GF/A). La 
muestra se secó y se colocó en una caja petri con TCA al 10% durante 5 min, 
posteriormente el filtro se lavó en solución salina al 0.85% y finalmente en 
etanol al 95% por 5 min. Los filtros secos se colocaron en frascos de centelleo 
conteniendo cada uno 5 mi de diféniloxazol (PPO) al 5% disuelto en tolueno. La 
radioactividad se determinó mediante un contador de centelleo líquido Tm 
Analytic Delta (mod. 300) y se utilizó un estándar de carbono para las lecturas. 
Las muestras se analizaron durante 1 min cada una. 
EFECTO DEL CHOQUE ÁCIDO SOBRE EL CRECIMIENTO DE 
C. perfringens 
A partir de la cepa activada, se inocularon al 1% tubos con 4 mi de caldo 
infusión cerebro corazón (ICC) pH 7.0 de reciente preparación. Los cultivos se 
incubaron a 43 °C en un baño de agua y cuando alcanzaron la parte media de 
la fase logarítmica (A6oo0.30-0.35, en un espectrofotómetro Sequoia-Tumer 
modelo 340), se sometieron a diferentes grados de acidez a pH de 2.0-5.0 
utilizando HCI 2M ( Sigma Chemical Co) por diferentes períodos de tiempo. 
Posteriormente los cultivos se retomaron a su pH original de 7.0 con NaOH 2M 
(Sigma Chemical Co), hasta alcanzar 8 h. 
El crecimiento de los cultivos se determinó cada h mediante lecturas 
espedrofotométricas y cuenta viable en placa, utilizando medio nutritiva 
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(extracto de levadura 1.0%, tripticasa peptona 1.5%, y agar 1.5%). Una vez que 
las cajas solidificaron, se incubaron en anaerobiosis a 37 °C durante 24 a 48 h. 
EFECTO DEL pH ÁCIDO EN LA ADQUISICIÓN DE TOLERANCIA 
INDUCCIÓN DE LA RESPUESTA A LA TOLERANCIA AL ÁCIDO (RTA) 
La cepa FD-1041 se activó de la forma anteriormente descrita. Se 
inocularon tubos al 1% conteniendo 4 mi de caldo ICC pH 7.0 y se incubaron los 
cultivos en un baño de agua a 43 °C y cuando alcanzaron la mitad de la fase 
logarítmica (Asoo de 0.30 a 0.35) se sometieron a un choque ácido a pH de 4.5 
por 20 min. Después de este tiempo, las células se sometieron a los ensayos de 
tolerancia al ácido. 
MEDICIÓN DE LA RTA: 
Después de aplicar el choque ácido a pH 4.5 por 20 min, las células se 
sometieron a un pH de 3.5 por diferentes intervalos de tiempo y posteriormente 
se determinó la supervivencia de las células mediante una cuenta viable en 
placa. Se realizaron las curvas de muerte por duplicado (logio del número de 
células sobrevivientes contra el tiempo de exposición a una temperatura 
específica) para cada caso, y se determinó el valor "D" (tiempo que tarda en 
disminuir un logaritmo la población bacteriana) 
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Para el trazado de la línea recta se empleó el método de regresión lineal 
y para la comparación de pendientes se utilizó el análisis de distribución de Y 
para muestras pequeñas. Los experimentos se realizaron por duplicado y a) 
menos tres repeticiones de cada uno de ellos. 
DURACIÓN DE LA RTA 
Para determinar la duración de la tolerancia adquirida al ácido, una vez 
que fueron sometidos los cultivos al choque ácido, se retomaron a su pH 
original de 7.0 y se mantuvieron por 1, 2, 3 y 4 h. Enseguida se determinó la 
tolerancia a pH 3.5, como se mencionó anteriormente. 
EFECTO DEL CHOQUE ÁCIDO SOBRE EL PATRÓN DE PROTEÍNAS 
Para determinar la incorporación del isótopo 36S, primeramente se activó 
la cepa como se mencionó anteriormente y a partir de ella se inocularon tubos 
con 4ml de caldo ICC y se incubaron a 43 CC en un baño de agua. Cuando los 
cultivos llegaron a la mitad de la fase logarítmica (Amo 0.30 a 0.35) se 
sometieron a un choque ácido de pH 4.5 por 20 min y a los 5 min se le agregó 
l00|iC¡/ml de una mezcla de cisteína y metionina marcadas con 35S (Trans ^S-
label, ICN Biomedical) y se continuó la Incorporación durante 15 min más. 
Posteriormente se adicionó 4ml de ácido tricloroacético (TCA) al 30% frío para 
parar la incorporación y las muestras se colocaron en un recipiente conteniendo 
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agua con hielo a una temperatura de 2-4 *C durante 15 a 20 min. La 
incorporación del isótopo se determinó de la manera ya descrita. 
MÉTODOS DE ROMPIMIENTO CELULAR 
Se probaron dos métodos a fin de obtener la mayor solubilidad de las 
células para el análisis de proteínas: 
Método de Abraham y Rood: 
El paquete celular se resuspendió en 2 mi de amortiguador TES (Tris-
HCl 30 mM pH 8.0, EDTA 5 mM y NaCI 50 mM). En seguida se adicionó 0.4 mi 
de lísozima de huevo (10 mg/ml en TES). Esta mezcla se incubó a 37 eC/30 
min. En seguida se agregó 0.8 mi de EDTA 250 mM y se incubó nuevamente a 
37 *C por 5 min. Finalmente se adicionó 0.5 mi de SDS al 10% y se incubó a 
37 °C/5 min (Abraham, J.L. y J.l. Rood, 1995). 
Método modificado de Qoronfleh y Streips: 
El paquete celular obtenido después de la centrifugación de 2 mi de 
cultivo, se resuspendió en 2 mi de amortiguador Tris-HCI 30 mM, pH 7.6, 
además se adicionó lisozima de huevo a una concentración de 500 ng/ml y 
DNAsa a una concentración de 50 ng/ml. Se homogenizó y se incubó a 37°C 
por 30 min, finalmente la suspensión se congela a -20 °C durante toda la 
noche. Las muestras se secaron para su concentración en un Liofilizador 
(Labconco, Freeze Dry System 4.5) durante 8-10 h. 
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Electroforesis en gel de poliacrilamida: 
Para determinar las proteínas totales de las muestras obtenidas 
anteriormente, se agregó a esta muestra 500^1 de agua bidestilada y un 
volumen igual de amortiguador de muestra 4X de electroforesis (£3-
mercaptoetanol al 20 %, SDS al 10%, azul de bromofenol al 0.02%. glicerol al 
40% y Tris al 3% con un pH final de 6.8) se homogenizó y después se colocó en 
un baño de agua a 100 °C por 2-3 min (Lopes Gomes, S., et al , 1986, 
Wall i ng ton, E.J., 1994). En todas las muestras se determinó la radiactividad 
(cpm) mediante el ensayo de incorporación mencionado anteriormente. 
Se utilizó el método de Qoronfleh y Streips para la solubilización de las 
células en las muestras marcadas. Estas fueron ajustadas a 100,000 cpm y se 
colocaron en un volumen de 15-50 ni. Se llevó a cabo una electroforesis en gel 
de poliacrilamida en condiciones disociantes con un gel concentrador (2.5%) y 
un gel separador (10%). Se aplicó 110 V para su concentración y 130 V para su 
separación; se mantuvo durante todo el proceso una temperatura de 5 ®C 
mediante un sistema de enfriamiento en la cámara (O'Farrel, P.H. 1975). Una 
vez terminada la electroforesis, el gel se colocó en una solución colorante de 
azul de Coomasie R- 250 al 0.1%, metanol al 50% y ácido acético al 10% 
durante 2 h en agitación constante. Posteriormente el gel se colocó en una 
solución desteñidora de ácido acético al 10% con agitación constante y se 
hicieron varios cambios a fin de eliminar el exceso de colorante y poder 
determinar la ubicación de los marcadores de peso molecular: anhidrasa 
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carbónica bovina (PM 29 kDa), albúmina de huevo (PM 66 kDa), fosforilasa B 
(PM 97.4 kDa), p galactosidasa (PM 116 kDa), y Miosina (PM 205 kDa), los 
cuales se adquirieron en la Compañía Sigma Chemical Co. 
Fluorografía: 
Después de la electroforesis y el teñido de los geles, estos se colocaron 
en una solución de dimetilsulfóxido (DMSO) concentrado durante 1 h y se 
hicieron 2 recambios más permaneciendo los geles en agitación constante. 
Posteriormente los geles se colocaron en una solución de difenil oxazol (PPO) 
al 22% disuelo en DMSO y se mantuvo en agitación durante 12 h. En seguida el 
gel se lavó con agua durante varias ocasiones con agitación constante hasta 
eliminar el exceso de PPO (Hariow, E. y D. Lañe, 1988). Este método se realizó 
para intensificar la señal y tener mejores resultados. 
Secado del gel: 
Después de la fluorografía el gel se colocó en una solución que contenía 
metanol al 20%, ácido acético al 7% y glicerol al 5% por 20 min en agitación 
constante. El gel se deshidrató en un secador de geles marca Bio Rad modelo 
543. Se colocó primeramente una capa de papel filtro humedecida con agua y 
sobre ella el gel una vez sacado de la solución de metanol, ácido acético y 
glicerol. El gel y el papel filtro se cubrieron con plástico a fin de evitar 




Cuando el gel estuvo seco, en un cuarto obscuro se colocó éste sobre un 
cassette de exposición y enseguida se colocó una pelicula Kodak X-Omat. El 
cassette se guardó en bolsas de plástico y se mantuvo a -20 °C por 1 a varias 
semanas. Después se reveló (a película colocándola en una solución reveladora 
(Kodak), de la cual se tomó 103 mi y se aforó a 473 mi con agua destilada y se 
mantuvo durante 2 min. Posteriormente para detener la reacción se pasó a una 
solución stop bath (Kodak) durante 30 seg de la cual se tomaron 20 mi y se 
aforaron a 500 mi con agua destilada. En seguida se colocó en una solución 
fijadora (Kodak) por 2 min, de la cual se tomó 103 mi y se aforó a 473ml con 
agua destilada. Finalmente se pasó la pelicula a un recipiente con agua en 
circulación y después se deja secar al aire. 
DETECCIÓN DE PCHF y PCHA INMUNODOMINANTES 
INDUCCIÓN DE PCHF Y PCHA: 
La inducción de las proteínas se hizo de la manera ya descrita, sin 
agregar aminoácidos ya marcados. Las células se so lubil izaron por el método 
de Qoronfleh y Streips y se ajustaron a una concentración de Q.4mg por mi 
(Bradford, M.M, 1975) y se separaron mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida bajo condiciones disociantes utilizando un gel concentrador al 5% 
y un gel separador al 10%. El sistema se corrió a 120V por 4 h 
aproximadamente y las proteínas separadas fueron transferidas a una 
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membrana de nitrocelulosa (electrotransférencia) para posteriormente realizar la 
inmunodetección. 
ELECTROTRANSFERENCIA 
Después de la electroforesis el gel se colocó en un amortiguador de 
equilibrio (Tris-HCI 25 mM pH 6.8, glicina 192 mM y metano! al 20%) por 15 a 
20 min. La electrotransferencia se llevó a cabo en una cámara Bio Rad, modelo 
200/0.2. En la placa del portagel se colocó una esponja humedecida con el 
amortiguador antes mencionado, después una hoja de papel filtro humedecido 
también y sobre éste el gel. La membrana de nitrocelulosa humedecida con el 
amortiguador de equilibrio se colocó sobra el gel y sobre ésta, otra hoja de 
papel filtro y finalmente otra esponja humedecida. El sistema se colocó en la 
cámara de transferencia llena con amortiguador de equilibrio frío y se corrió a 
360 mA por 4 h con un sistema refrigerante a 4 *C. 
INMUNODETECCIÓN 
La detección de proteínas inmunodominantes se realizó mediante la 
inmunodetección utilizando suero de conejos infectados previamente con la 
bacteria, en los cuales se desarrolló un cuadro gangrenoso localizado. 
Una vez concluida la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se 
colocó en una solución de Tris-HCI 20 mM pH 7.5 con NaCi 500 mM y leche 
descremada en polvo al 5% p/v y se mantuvo por 12-16 h a temperatura 
ambiente con agitación constante. Posteriormente se eliminó la solución y se 
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lavó en tres ocasiones con Tns-HCI 20 mM pH 7.5, NaCI 500 mM y Tween 20 al 
0.05%. Las membranas lavadas se pusieron en contacto con el suero de conejo 
enfermo de gangrena gaseosa (1:500 en TBS: Tris 20 mM, NaCI 500 mM, pH 
7.5 con gelatina 1%) por espacio de 3 h a temperatura ambiente y agitación 
constante. En seguida se lavó nuevamente por tres ocasiones con TBS y 
después se agregó el anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa 
(Sigma Chemical Co) el cual se diluyó 1:2500 en TBS con gelatina al 1%. La 
reacción se llevó a cabo por espacio de 3 h a temperatura ambiente y con 
agitación constante. Finalmente se agregó el sustrato de la enzima: peróxido de 
hidrógeno (Sigma Chemical) al 0.06% (v/v) y una solución reveladora: HRP 4-
cloro-1-naftol (Bio Rad) para llevar a cabo la detección colorimétrica en los sitios 
donde hubiese reconocimiento entre las proteínas separadas y el suero del 
animal. Se dejó en incubación hasta la aparición de bandas color magneta y la 
reacción se detuvo lavando las membranas con agua destilada en tres 
ocasiones. 
DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS 
MÉTODO DE BRADFORD- Se tomó 100^1 de la solución problema y se 
anadió 5 mi del reactivo de Bradford (azul brillante Coomasie G-250, 100 mg, 
50 mi de metanol al 95% y 100 mi de ácido fosfórico al 85%, la mezcla se aforó 
a 1 litro con agua bidestilada). Se mezcló y se dejó reposar por 15 min. Se 
determinó la absorbancia a 595 nm. Se utilizaron diferentes concentraciones de 
albúmina sérica bovina como estándares. Las proteínas en las muestras se 
determinaron mediante una curva estándar Fig.1 (Bradford,M.M., 1976). 
Jíacmumftl. VtOrttl* m 3<tmi* t 
Stp»«f<tfí*,i<< ~ "VtitmáitttfU 
0 . 2 0 . 4 0 . 6 0 . 8 
Concentración de proteina (mg/ml) 
Fig 1.- Curva estándar para la determinación de proteínas por el método de Bradford 
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EFECTO DE UN CHOQUE FRÍO EN EL CRECIMIENTO DE C. perfringen-S 
Para la aplicación del choque frío, las células se sometieron a diferentes 
temperaturas con el fin de establecer aquella que provocara un daño subletal a 
la célula, de modo que le permitiera recuperarse posteriormente. Cuando las 
células se sometieron a choques fríos de 43 °C a 10, 15 y 20 *C por diferentes 
periodos de tiempo (20 30 y 60 min) se observó una disminución en la densidad 
celular o la falta de crecimiento lo cual no permitió la recuperación de las células 
(Figs. 2, 3 y 4) por lo que descartamos estas temperaturas ya que 
probablemente las células fueron dañadas sin una recuperación aparente. 
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F i g 2 - C . perfringens c u l t i v a d o e n m e d i o d e t i o g l i c o l a t o d e s o d i o 
y s o m e t i d o a u n c h o q u e frío d e 4 3 a 1 0 ' C 
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F i g 3 . - C . perfringens c u l t i v a d o e n m e d i o d e t i o g l i c o l a t o d e s o d i o 
y s o m e t i d o a u n c h o q u e f r i ó d e 4 3 a 1 5 ° C 
tiempo (h) 
F i g 4 . - C . perfringens c u l t i v a d o e n m e d i o d e t i o g l i c o l a t o d e s o d i o 
y s o m e t i d o a u n c h o q u e f r i ó d e 4 3 a 2 0 ® C 
Cuando aplicamos un choque frío de 43 a 28°C por 60 min se observó que la 
densidad óptica de los cultivos fue muy similar a la de las células control. Así 
mismo cuando realizamos la curva de crecimiento y llevamos a cabo una 
cuenta viable en placa observamos que las células sometidas al choque frío 
crecieron de una manera muy similar alcanzando números semejantes a los del 
control (Fig 5). De tal manera que escogimos esta temperatura de choque 
como la condición subletal para las células de C. perfringens 
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F i g 5 . - C . perfringens c u l t i v a d o e n m e d i o d e t i o g l i c o l a t o d e s o d i o 
y s o m e t i d o a u n c h o q u e f r í o d e 4 3 a 2 8 ® C 
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TOLERANCIA AL FRÍO POR UN CHOQUE FRÍO PREVIO 
Con respecto a los ensayos de tolerancia al frío nosotros pudimos 
observar que las células tratadas con un choque frío subletal de 28 °C por €0 
min (pre-choque) adquirieron mayor tolerancia a 10 "C que las células control. 
En la curva de muerte (Fig 6) podemos observar la sobrevivencia de las células 
tratadas a través del tiempo. A partir de las curvas de muerte obtenidas se 
determinaron los valores de letalidad "D" para este tratamiento (Tabla 1). Se 
pudo observar que la aplicación de un pre-choque frío elevó significativamente 
la tolerancia de las células a 10 SC con respecto al control. 
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F i g 6 - C u r v a d e s u p e r v i v e n c i a d e C . perfnngens, c u l t i v a d o 
a 4 3 * C y s o m e t i d o a u n p r e - c h o q u e d e 2 8 " C p o r 6 0 m i n . 





D10(min) Media (X) Desv. Std. Diferencia 
estadística 
P< 0.05 
CONTROL 30 38.7 +/-15 Significativa CHOQUE 455 326.7 +A127 
Tabla 1.- Valores de letalidad a 10 °C de células de C. perfringens FD-1041, 
incubadas a 43 °C y sometidas previamente a un choque frío de 28 °C por 1 h. 
El ensayo de tolerancia se realizó inmediatamente después del pre-choque frío. 
DURACIÓN DE LA TOLERANCIA ADQUIRIDA AL FRÍO 
Al estudiar la supervivencia de las células a 10 °C aplicado 
inmediatamente después del pre-choque, pudimos observar que las células 
fueron mas tolerantes a esa temperatura que los controles y que cuando se 
analizó 2 h después del pre-choque frío, se mostró una tendencia muy similar 
ya que las células no tratadas fueron mucho mas sensibles que aquellas que 
recibieron el pre-choque (Fig 7). Sin embargo cuando aplicamos el tratamiento 
a las 2.5 h después del pre-choque frío, pudimos observar que las células que 
recibieron el tratamiento mostraron una sensibilidad similar a la de los controles 
(Fig 8). Los valores D para cada tratamiento se muestran en la Tabla 2. 
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Fig 7 - Curva de supervivencia de C perfringens. cuttivBdo a 43 "C y 
sometido a un ere-choque de 28 °C por 60 rrari 
2 h después se w m e t o a tO "C 
Tiempo (mln) 
fig S.-Curva de supervivencia de C p«rfringmns, cultivado 4 43 *C 
y sometido a un pre-tfioque de 28 °C por 60 min. 
2.5 h después se w m e ü í a 10 "C. 
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Control Choque control choque Diferencia 
estadística 
P<0.05 
0 30 455 15 127 Significativa 
2 16 130 2.U8 16,07 Significativa 
2.5 23 20 2.83 1.41 No significativa 
Tabla 2.- Valores de letalidad a 10 °C de células de C. perfringens FD-1041 
incubadas a 43 °C y sometidas previamente a un choque frío de 28 °C por 1 h. 
Los ensayos de tolerancia se realizaron a diferentes tiempos después del pre-
ch oque frío. 
EFECTO DE UN CHOQUE FRÍO SOBRE EL PATRÓN DE PROTEÍNAS 
MÉTODO DE ROMPIMIENTO CELULAR 
Se probaron los dos métodos reportados, el de Abraham y Rood y el de 
Qoronfleh y Streips modificado. Sin embargo cuando aplicamos el primero 
detectamos una gran dilución de la muestra dificultando su concentración. En el 
segundo método logramos concentrar mas la muestra para la determinación de 
las proteínas, por lo que decidimos para las siguientes determinaciones usar el 
método modificado de Qoronfleh y Streips. 
¿ u œ l K t ù v n e a t 7 . V o c U u u U e» 
S+fiecttMntí e* 7X¿ci*4ieto<p¿<\ 
gwrfitudo* 
CONCENTRACIÓN DEL ISÒTOPO A UTILIZAR 
En estudios previos se utilizaron varías concentraciones del isótopo a fin 
de establecer la concentración ideal para una mayor incorporación. Se utilizaron 
concentraciones que fueron desde 12-75 ^ Ci/ml encontrándose muy poca 
incorporación. Sin embargo cuando se utilizaron 100 fiCi/ml se obtuvo una 
buena respuesta como podemos observar en la Fig 9. 
Tiempo (min) 
Fig 9.- Curva de incorporación de 35S por las células de C. perfringens 
durante un choque frío de 28 °C por 60 min 
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ANÁLISIS DE LOS PATRONES DE PROTEÍNAS DE CHOQUE FRÍO (PCHF) 
Al analizar los perfiles proteínicos de las células tratadas con un choque 
frío de 26 °C por 60 min pudimos observar que éste indujo la síntesis de PCHF 
en la bacteria. Se demostró la inducción de al menos 7 proteínas como 
respuesta a este tratamiento (Fig 10) y sus pesos moleculares fueron de 200, 
105, 82, 70, 50, 45 y 10 KDa. De estos polipéptidos, cinco (PM 82, 70, 50. 45 y 
10 kDa) presentaron un nivel de síntesis muy aumentado, en cambio las 
proteínas 105 y de 200 kDa se indujeron en menor proporción. 
DETERMINACIÓN DE PCHF INMUNODOMINANTES 
Después de que se realizó la inducción de las PCHF, se rompieron las 
células, se separaron las proteínas por medio de electroforesis en gel de 
poliacrilamida y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, se realizó la 
inmunodetección utilizando los sueros de los conejos con gangrena gaseosa, 
tanto antes y después de la inoculación con la bacteria. 
Al analizar la reacción del suero inicial con las proteínas de 
C. perfríngens por medio de la inmunodetección. no se observó ninguna banda 
que nos indicara una posible exposición previa del animal con el 
microorganismo. En la reacción con suero del conejo con gangrena gaseosa, 
observamos varias bandas con diferencias entre los patrones de proteínas de la 
bacteria cuando fue sometida al choque frío y al control (Fig 11). Se 
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encontraron 4 bandas correspondientes a 105, 82, 70 y 10 kDa, en las cuales 
su síntesis se incrementó debido al choque frío. 
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Fig 10.- Autoradiografia de los patrones de proteína totales de C. perfringens 
FD-1041 cultivado en caldo con tioglicolato a 43 °C, a) sometido a un choque 
frío (28 °C por 60 min) a la mitad de la fase logarítmica, y b) controles. Los 
marcadores de peso molecular se encuentran indicados en el lado derecho. 
¿¿cd-ViO*mmml 7 VtUmtU a, ¿WÓ«j 
S^ceiaíUaJ c* UtemtoüfU ñ¿*Ü<utM 
Fig 11.- Inmunodetección de proteínas de C. perfringens. Carril (a), control y (b), 
proteínas de células sometidas a un choque frío. Los marcadores de peso 
molecular se encuentran indicados en el lado izquierdo. 
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EFECTO DE UN CHOQUE ÁCIDO EN EL CRECIMIENTO DE C. perfringens 
Se aplicaron diferentes condiciones de acidez con el fin de establecer 
aquella que mostrara una disminución del crecimiento pero que a la vez le 
permitiera recuperarse posteriormente. Cuando las células se sometieron a 
choques ácidos desde pH 7.0 a 2.0, 2.5, 3.0 y 4.0 por diferentes periodos de 
tiempo (20 y 30 min). Se detectó una disminución en la densidad celular o la 
falta de crecimiento lo cual no permitió la recuperación de las células (Figs 
12,13,14, 15a y 15b). Asi que descartamos estas condiciones de pH ya que 
observamos que las células eran dañadas sin una recuperación aparente, por lo 
que hubo que probar otras condiciones de pH mas altas. 
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Fig 15a.- C. perfnngens cultivado en medio ICC 
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Fig 15b.- C.perfringens cultivado en medio ICC 
y sometido a un choque ácido de pH 7.0 a 4.0 
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Cuando aplicamos un choque ácido a pH de 7.0 a 4.5 por 20 min se observó 
una detención moderada en la densidad celular pero posteriormente las células 
fueron capaces de recuperarse' (Fig 16a). Así mismo cuando realizamos la 
curva de crecimiento y llevamos a cabo una cuenta viable en placa observamos 
que las células sometidas al choque ácido presentaron una disminución 
moderada en la viabilidad inmediatamente después del choque ácido, sin 
embargo las células se recuperaron alcanzando cifras semejantes a las del 
control (Fig 16b). De tal manera que escogimos esta condición de pH subletal 
para las células de C. perfringens. 
INDUCCIÓN DE LA RTA DEBIDO A UN CHOQUE ÁCIDO PREVIO 
Con respecto a los ensayos de tolerancia al ácido se pudo observar que 
las células tratadas con un choque ácido subletal de pH 4.5 por 20 min (pre-
choque) adquirieron mayor tolerancia a un pH de 3.5 que (as células control. En 
las curvas de muerte (Fig 17) podemos observar la sobrevivencia de las células 
tratadas a través del tiempo. A partir de éstas se determinaron los valores de 
letalidad "D" para este tratamiento (Tabla 3). Se pudo observar que la aplicación 
de un pre-choque ácido elevó la tolerancia al ácido hasta 15 veces a pH 3.5 
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Fig 16a.- C. perfringens cultivado en medio ICC 
y sometido a un choque ácido de pH 7.0 a 4.5 
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F'g 16b.- O. pefnngens cultivado en medio ICC 
y sometido a un choque ácido de pH 7.0 a 4.5 
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Fig 17.- Curva de supervivencia de C. perfríngens, cultivado a pH 7.0 
y sometido a un pre-choque de pH 4.5 por 20 min. 
Inmediatamente después se sometió a pH 3.5 
C. perfríngens 
FD-1041 
D3.5 (min) Media (X) Desv Std Diferencia 
estadística 
(P< 0.05) 
CONTROL 4.8 6.97 +/-2.71 Significativa 
CHOQUE 75 85.33 +/-15.37 
Tabla 3.- Valores de letalidad a pH 3.5 de células de C. perfríngens FD-1041 
incubadas a pH 7.0 y sometidas previamente a un choque ácido de pH 4.5 por 
20 min. El ensayo de tolerancia se realizó inmediatamente después del pre-
choque ácido 
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DURACIÓN DE LA TOLERANCIA ADQUIRIDA AL ÁCIDO 
Cuando estudiamos el efecto del choque ácido a pH 3.5 aplicado 
inmediatamente después del pre-choque, pudimos observar que estas células 
fueron hasta 15 veces mas tolerantes al ácido que los controles. Cuando 
aplicamos este mismo tratamiento a la segunda h después del pre-choque 
ácido, la tolerancia al ácido se mantuvo aunque mas moderada ya que las 
células fueron aproximadamente 7 veces mas tolerantes que el control (Fig 18). 
En la curva de muerte pudimos observar que esta tolerancia se mantuvo aún a 
la tercera h posterior al tratamiento, obteniéndose células hasta 4 veces mas 
tolerantes (Fig 19). Finalmente cuando aplicamos el tratamiento a las 3.5 h 
después del pre-choque ácido (Fig 20), no se encontró diferencia significativa 
entre la tolerancia al ácido de las células tratadas con el pre-choque y los 
controles, ya que las células que recibieron el tratamiento fueron sensibles al 
ácido de forma similar que las células no tratadas. Los valores D para cada 




Fjg 18.' Curva de supervivencia de C. ptrfríngens. cultivado a pH 7.0 
y sometido a un pre-choque de pH 4.5 por 20 mm. 
2 h después se sometió a pH 3 5 
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Fig 19 - Curva de supervivencia de C. podnngwa. cultivado a pH 7.0 
y sometido a un pre-choque de pH 4.5 por 20 min. 
3 h después se sometió a pH 3 5 
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F i g 2 0 . - C u r v a d e s u p e r v i v e n c i a d e C . perfringens, c u l t i v a d o a p H 7 . 0 
y s o m e t i d o a u n p r e - c h o q u e d e p H 4 . 5 . 
3 . 5 h d e s p u é s s e s o m e t i ó a p H 3 . 5 




control Choque control choque Diferencia 
estadística 
P< 0.05 
0 4.8 75 2.71 15.37 Significativa 
2 5 35 1.79 1 Significativa 
3 11 42 0.91 12.47 Significativa 
3.5 9.4 12 0 0 No significativa 
Tabla 4.- Valores de letalidad a pH 3.5 de células de C. perfringens FD-1041 
incubadas a pH 7.0 y sometidas previamente a un choque ácido de pH 4.5 por 
20 min. Los ensayos de tolerancia se realizaron a diferentes tiempos después 
del pre-choque ácido. 
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ANÁLISIS DE LOS PATRONES DE PCHA 
El método de rompimiento celular que se utilizó para este fin fue el 
mencionado anteriormente al igual que la concentración del isótopo utilizada fue 
así mismo de 100 uCi/ml en donde obtuvimos una buena incomoración CFig21). 
Tiempo (min) 
F i g 2 1 . - C u r v a d e m c o p o r a d ó n d e ^ S p o r l a s c é l u l a s d e C . periringens 
d u r a n t e u n c h o q u e á c i d o a p H 4 . 5 p o r 2 0 m i n 
Al analizar los perfiles proteinicos de las células tratadas con un choque 
ácido de pH 7.0 a 4.5 pudimos observar que este choque ácido indujo la 
síntesis de PCHA en la bacteria. Se demostró la inducción de al menos 5 
proteínas como respuesta a este tratamiento (Fig 22) y sus pesos moleculares 
fueron de 120, 84, 58, 45 y 17 kDa. De estos polipéptidos, tres (PM 84, 58, y 17 
kDa) presentaron un nivel de síntesis muy aumentado, en cambio las proteínas 
de 120 y de 45 kDa presentaron una menor inducción. 
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Fig 22.- Auto radiografía de los patrones de proteína totales de C. perfringens 
FD-1041 cultivado en medio de ICC a pH 7.0 y a) sometido a un choque ácido 
(pH 4.5 por 20 min) a la mitad de la fase logarítmica, b) controles. Los 
marcadores de peso molecular se encuentran indicados en el lado derecho. 
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DETERMINACIÓN DE PCHA INMUNODOMINANTES 
Después de que se realizó la inducción de las PCHA, se rompieron las 
células, se separaron las proteínas por medio de una electroforesis en gel de 
poliacrilamida, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, y se realizó la 
inmunodetección de la forma anteriormente descrita. 
En la reacción con suero obtenido de conejos con gangrena gaseosa no 
observamos diferencia notoria entre las proteínas del choque ácido y las del 
control (Fig 23) ya que lo perfiles proteínicos fueron muy similares en ambos 
casos. 
touts* 
Fig 23.- Inmunodetección de proteínas de C. perfríngens. Carril (a), proteínas de 
células sometidas a un choque ácido y b) control. Los marcadores de peso 
molecular se encuentran indicados en el lado derecho. 
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Durante esta investigación consideramos de gran importancia observar el 
efecto de la baja temperatura y el pH ácido en C. perfríngens ya que estos 
factores gobiernan varios procesos metabólicos importantes en las células que 
pueden ocasionar cambios en el comportamiento de las mismas ya sea durante 
su crecimiento, en su capacidad de supervivencia y en la producción de 
proteínas y antígenos inmunodominantes. 
Hace 20 años los organismos grampositivos se habían considerado 
resistentes al choque frío (Traci, P.A., et al, 1974). Muchas de las 
investigaciones en este aspecto se han realizado en E. coli y otros organismos 
gramnegativos. Sin embargo un fenómeno similar se ha reportado en células de 
Streptomyces hydrogenans , B. subtilis, y L. monocytogenes (Ring, K, 1965, 
Jones, P.J, 1994, y Bayles, D.O. 1996). 
Durante los experimentos para determinar las condiciones ideales del 
choque frío en las células vegetativas de C. perfríngens, pudimos observar que 
cuando aplicamos las temperaturas de 43 a 10 y 15 °C por 20 y 30 min se 
presentó una disminución muy marcada en la viabilidad de las células al grado 
de no permitir una recuperación posterior, debido probablemente a la muerte de 
las células. Cuando fas células se sometieron a un choque frío de 43 a 20 °C 
durante 20 y 30 min, se observó una disminución moderada en la viabilidad de 
las células, sin embargo no se logró una buena recuperación. Se ha 
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demostrado que la temperatura minima para detectar la muerte de las células 
por un choque frió está entre 17 y 23 °C para estas células (Traci, P.A, y C.L. 
Duncan, 1974) lo cual apoya nuestros resultados al observar una disminución 
de más de una unidad logarítmica en la población bacteriana en los anteriores 
tratamientos. Cuando aplicamos un cambio en la temperatura de 43 a 28 'C por 
60 min se pudo observar una pequeña disminución en la velocidad de 
crecimiento mas sin embargo no se detectó letalidad en la población celular, 
alcanzando posteriormente niveles semejantes a los del control. 
Se ha demostrado que las células desarrollan un aumento en su 
habilidad para sobrevivir a temperaturas extremas bajas, fenómeno conocido 
como respuesta a la tolerancia al frío, si primeramente se adaptan a una 
temperatura subletal fría (Thammavongs, T., ef al, 1996). 
La temperatura es uno de los factores que más se utiliza en el control 
sanitario de los alimentos. En muchos procesos sanitarios se utiliza la baja 
temperatura como control microbiològico, esto pudiera conferir a la bacteria en 
el alimento o producto una respuesta de resistencia a una mas baja 
temperatura lo cual traería graves consecuencias. Por tal motivo resultaba 
interesante el estudio en C. perfringens de aquellos factores que pudieran 
proporcionarle protección y así mismo favorecer su supervivencia. 
En los resultados obtenidos en este trabajo se encontró que esta bacteria 
es capaz de adquirir tolerancia al frío a una temperatura de 10 °C, al ser tratada 
previamente con un choque subletal frío de 28 °C por 60 min. Esto nos 
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demuestra que la bacteria tiene una buena capacidad de adaptación a esta 
condición desfavorable, lo cual concuerda con otras investigaciones realizadas 
anteriormente con otros organismos, en donde la exposición del 
microorganismo a una temperatura subletal fría, le confiere resistencia a un 
choque frío letal posterior (Jones, P.G, et al. 1994; Huebert, et al. 1995, 
Thammavongs, T, et al. 1996). Además pudimos observar que esta tolerancia al 
frío se mantenía durante 2 h. Esto es importante si tomamos en cuenta que la 
baja temperatura es uno de los factores que mas se utiliza en la conservación 
de los alimentos. 
Cuando estudiamos la síntesis de proteínas durante el choque frió 
tuvimos que utilizar una concentración del marcador (3SS-cisteíina y 38S-
metionina) superior a la que la mayoría de los investigadores utiliza. En este 
caso utilizamos lOO^Ci por mi para poder obtener una incorporación aceptable 
por parte de las células, esto debido probablemente a que las células se 
cultivaron en un medio muy rico (caldo con tioglicolato) lo cual dificultaba su 
incorporación. 
Probamos dos métodos de rompimiento celular a fin de obtener el mejor 
resultado y la posterior solubilización de las células. Cuando utilizamos el 
método de Abraham y Rood no logramos obtener buenos perfiles de proteínas 
debido probablemente a que teníamos muy poca concentración en nuestras 
muestras, quizá por la gran cantidad de lisozima y detergente que se utilizan en 
esta técnica. El método de Qoronfleh y Streips nos dio mejores resultados, 
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logramos un buen rompimiento celular y una posterior concentración de la 
muestra lo cual nos permitió obtener los patrones de proteínas. 
Cuando estudiamos los patrones de proteínas producidas durante el 
choque frío, pudimos observar la inducción de al menos 7 PCHF con pesos 
moleculares diferentes. 
Varios investigadores han encontrado que las principales PCHF 
presentan pesos moleculares pequeños, como lo es en E. coli (Jones, P.G., 
1987), en B. (Whyte e Innis, 1992) y L monocytógenes (Bayles, D.O., 1996). A 
diferencia de estos reportes, nosotros encontramos algunas PCHF de peso 
molecular elevado (200 y 105 kDa con poca inducción, y de 82 y 70 kDa con 
una mayor inducción) pero también observamos la inducción de algunas 
proteínas de peso molecular pequeño como lo fueron las proteínas de 50, 45 y 
10 kDa con una mayor inducción. 
Para el análisis de las PCHF inmunodominantes utilizamos a) suero de 
conejo de dos semanas posteriores al desarrollo de la infección por la bacteria, 
b) suero de animales sanos y c) controles. Cuando analizamos por 
inmunodetección el suero de los animales sanos (antes de inocularlos), con las 
proteínas de C. perfringens, no se observaron bandas que nos indicaran la 
presencia de anticuerpos contra las PCHF de la bacteria. Al analizar la 
reactividad de los sueros extraídos después de inoculado el animal obtuvimos 
bandas las cuales nos mostraban una diferencia entre los patrones de proteína 
de los animales enfermos y los de los controles. Se observó que C. perfringens 
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produce al menos 4 PCHF que pueden actuar como antigenos 
inmunodominantes. 
Aunque se ha reportado que las principales PCHT Inmunogénicas pertenecen a 
las familias de ios 60, 70 o 90 kDa, se ha encontrado que V. cholerae presenta 
PCHT de 46, 23 y 16 kDa que son altamente inmunógenas (Gautam, K. S, et 
al., 1994), así como Campylobacter jejuni en la cual se detectaron 4 proteínas 
inmunogénicas de 64, 45, 12 y 10 kDa cuando las células se sometían a un 
choque térmico, alcalino o a ambos. 
Las proteínas inmunodominantes que encontramos tuvieron pesos 
moleculares de 105, 62, 70 y 10 kDa, lo cual nos indica que tenemos PCHF 
inmunodominantes que pertenecen a la familia de PCHT 70 y 90 kDa, pero 
también obtuvimos proteínas de bajo peso molecular como lo fue la de 10 kDa. 
En este trabajo, investigamos también el efecto que pudiera tener el pH 
ácido en las células vegetativas de la bacteria ya que se conoce que es una de 
las condiciones desfavorables mas frecuentemente encontradas por los 
microorganismos tanto en la naturaleza como en forma patogénica (Bearson.S., 
1996). 
Durante los experimentos para la determinación de las condiciones 
ideales del choque ácido observamos que cuando los cultivos llegaban a la 
mitad de la fase logarítmica, el medio de cultivo (caldo con tioglicolato) tenía un 
pH cercano a 4.5, esto debido a la gran cantidad de carbohidratos utilizados por 
los microorganismos. Esta condición no era adecuada para llevar a cabo 
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nuestros experimentos en los cuales deseábamos aplicar choque ácido de un 
pH neutro a diversos grados de acidez. Por lo tanto decidimos cambiar de 
medio de cultivo a caldo infusión de cerebro y corazón (ICC) en donde 
encontramos una buena capacidad para mantener el pH cercano a la 
neutralidad durante el tiempo de los experimentos. 
En los análisis en donde aplicamos diferentes grados de acidez en las 
células vegetativas, pudimos observar que durante los choques ácidos de pH 
7.0 a 2.0, 2.5 y 3.0 se presentaba una disminución en la viabilidad celular sin 
una recuperación aparente, esto debido probablemente a la muerte o daño de 
las células. Sin embargo cuando aplicamos un choque ácido de pH 7.0 a 4.0 
pudimos ver que aunque la densidad celular no disminuía considerablemente 
después del choque, la viabilidad celular disminuía en mas de un logaritmo por 
lo que decidimos aplicar un pH de 4.5. En este pH que aunque se detectaba 
una pequeña disminución en la velocidad de crecimiento, no había una 
disminución en la viabilidad celular por lo que decidimos aplicar esta condición 
apoyados en los reporte de Lyn M. O'Bríen en 1996, que nos indican que un pH 
adaptativo es el mas bajo pH en el cual las células aún se replican. 
Debido a las enfermedades que produce este microorganismo, 
consideramos de gran importancia estudiar el efecto de este estrés en la 
adquisición de tolerancia acida. Se ha observado que un choque ácido medio 
provoca resistencia a pH normalmente letales para las células (Foster, J. W, 
1991; Park, K, Y„ ef al, 1996; O' Hara, W. G. y A. R. Glenn. 1994). Muchos de 
los procesos de control sanitario utilizan ácidos (propiónico, acético y butírico) 
como conservadores de alimentos. La adaptación al ácido por los 
microorganismos es de gran importancia en la industria alimentaria. Si en los 
alimentos prevalece un grado de acidez media, esto pudiera inducir la 
adquisición de tolerancia a un pH mas ácido, permitiendo la supervivencia del 
patógeno (Guifoyle, D. E, y I. N. Hirshfhield, 1995). 
En nuestros resultados observamos que C. perfringens mostró 
significativamente mayor supervivencia a un pH letal de 3.5 cuando se sometió 
a un pH subletal de 4.5 por 20 min comparado con las células control. Esta RTA 
mostró células hasta 15 veces mas resistentes que ios cultivos no adaptados. 
Este efecto puede jugar un papel muy importante en la supervivencia de la 
bacteria ya que como patógeno de alimentos, se podría someter a una acidez 
moderada que es común en un alimento y posteriormente pudiera ayudar a la 
bacteria a sobrevivir en un medio a pH mas bajo como el del estómago o resistir 
a una acidez mayor en un tratamiento posterior. Estos resultados concuerdan 
con lo expuesto por Davis, J. M.P et al, (1996) en L monocytogenes, Karem, K., 
et al, (1994) en A. hydrophila, y Hartke, A, et al., (1996) en L. lactis, por lo que 
debemos de tomar en cuenta la capacidad de esta bacteria ya que como 
patógeno de alimentos, el estudio de los factores que pudieran favorecer su 
supervivencia resulta muy importante. Por otro lado pudimos observar que la 
RTA permaneció durante 3 h. Se ha comprobado que la intoxicación alimentaria 
producida por este microorganismo, ocurre después de ingerir alimentos 
¿iut1fttt*—*17- Vteíim<* ~ 
m Uto** 
contaminados con gran número de células viables; este microorganismo al ser 
ingerido debe de pasar por los entornos ácidos del estómago y parte del 
intestino delgado para posteriormente esporular y producir la enterotoxina 
causante de la enfermedad. Por lo que una bacteria con buena capacidad de 
supervivencia al pH ácido podría ser capaz de resistir a estas condiciones. 
Al estudiar la síntesis de proteínas durante el choque ácido empleamos 
las mismas condiciones que en el caso anterior en cuanto a la cantidad del 
marcador de polipéptidos (wS-cisteina y 35S-metionina) y el método de 
solubilización, sin embargo el medio de cultivo que utilizamos para estos 
experimentos (ICC) nos dificultó un poco la incorporación por parte de las 
células debido probablemente a que este medio es muy rico nutricionalmente ya 
que contiene una gran cantidad de cisteína y metionina, provocando una 
competencia entre los aminoácidos marcados y los del medio de cultivo para 
incorporarse en las proteínas. Esta observación concuerda con el trabajo de L. 
Phan-Thanh y T. Gormon, en 1995 en L. monocytogenes en donde el medio 
ICC dificultó la incorporación del 35S durante un choque frío y térmico por lo que 
en ese caso hubo la necesidad de utilizar un medio mínimo específico para esta 
bacteria. 
Al estudiar la síntesis de proteínas inducidas por un choque ácido, 
pudimos observar la inducción de al menos 5 PCHA de las cuales presentaron 
una mayor inducción la de 84, 58 y 17 kOa, logrando observarse poca inducción 
en las proteínas con pesos moleculares de 120 y 45 kDa. Se ha relacionado a 
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las PCHA con la RTA en muchos microorganismos y se cree que estas son 
responsables de la supervivencia de las células en medios de pH ácido fuerte 
(Foster, J. W, 1991). En nuestros resultados demostramos la presencia de 
PCHA y RTA en C. perfringens. 
Para el análisis de las PCHA inmunodominantes probamos también el 
suero de los animales sanos para ver si estos habían estado expuestos al 
microorganismo y obtuvimos los mismos resultados que mencionamos 
anteriormente al no observar reactividad con las proteínas de la bacteria. 
Cuando analizamos el suero de los animales enfermos no fue posible detectar 
diferencias entre los patrones de proteínas de éstos y los controles, ya que 
obtuvimos patrones proteínicos similares, por lo que pensamos que 
C. perfringens no produce PCHA inmunodominantes en el caso de gangrena 
gaseosa. Similarmente a nuestros resultados, a la fecha no hemos encontrado 
reportes acerca de PCHA que actúen como antígenos inmunodominantes, esto 
pudiera apoyar nuestros resultados al respecto y solo se ha reportado 
adicionalmente a las PCHT inmunodominantes algunas proteínas inmunógenas 
producidas por C. jejuni por medio de un estrés alcalino. 
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|CONCLUSIONES| 
De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos concluir que: 
1 - Las células vegetativas de C. perfringens desarrollaron tolerancia al frío 
(10 ®C) como consecuencia de un choque frío previo de 28'C por 60 min. 
2.-La tolerancia de las células al frío (10 *C) se elevó de 2 a 3 veces con 
respecto al control, después de someterse a un choque frío previo (28 °C por 60 
min). 
3.- La tolerancia al frío en esas condiciones se prolongó durante 2 h después de 
aplicar el tratamiento. 
4 - Lasa células de C. perfringens responden a un choque frío de 43 a 28 °C 
induciendo 7PCHF de 200,105, 82, 70, 50, 45 y 10 kDa. 
5.- En un cuadro de gangrena gaseosa se identificaron 4 PCHF 
inmunodommantés de 105, 82, 70, y 10 küa, 
6.- C. perfringens desarrolló una RTA al adquirir tolerancia a pH 3.5 como 
consecuencia de una exposición previa a un pH de 4.5 por 20 min. 
7.- Un choque ácido previo de pH 7.0 a 4.5 por 20 min, aplicado a las células 
vegetativas de C. perfringens elevó la tolerancia al ácido (pH 3.5) hasta 15 
veces con respecto al control. 
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8.- La tolerancia al ácido en esas condiciones, se prolongó durante 3 h después 
de aplicar el choque ácido. 
9.- El choque ácido a pH de 4.5 indujo la síntesis de 5 PCHA con pesos 
moleculares de 120, 84, 58, 45 y 17 kDa. 
10.- No se identificaron PCHA inmunodominantes 
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PERSPECTIVAS DE ESTUDIO DEL MECANISMO DE 
TOLERANCIA AL FRÍO Y AL pH ÁCIDO Y DEL ANÁLISIS 
DE LAS PCHF Y PCHA EN C. perfhrigens. 
1) Se sabe que durante el proceso y almacenaje de los alimentos, éstos se ven 
sometidos a bajas temperaturas y pH ácido ya que son algunos de los 
factores mas utilizados en su conservación. En este trabajo se demostró que 
las células vegetativas de C. perfringens adquieren tolerancia a bajas 
temperaturas y pH ácido después de ser sometidas a condiciones subletales 
previas. Pensamos que sería importante estudiar este aspecto en diversos 
alimentos ya que sabemos que existen varias condiciones o factores que 
pueden eliminar, disminuir o aumentar esta respuesta como lo son, la actividad 
de agua, el oxigeno presente, la consistencia del alimento, etc. 
2) Varios estudios realizados nos muestran que la adaptación acida confiere 
resistencia a una gran cantidad de condiciones de estrés, incluyendo calor, 
sales, H202 y polimixina B. Debido a que el choque ácido induce resistencia 
cruzada a una gran variedad de estrés, seria de gran importancia conocer si 
las células que sufren un choque ácido pueden ser prepararse para resistir 
condiciones desfavorables como las que se encuentran en el intestino 
(alcalinidad, ácidos grasos volátiles, etc). Además a un choque térmico, el cual 
es muy frecuentemente utilizado en el control de los microorganismos o al 
NaCI, o lactato de sodio que son conservadores empleados frecuentemente en 
el control sanitario de los alimentos. 
3) Un estudio futuro sobre las proteínas de choque ácido y proteínas de choque 
frío encontradas podría enfocarse al aislamiento y purificación para determinar 
sus secuencias y observar si existen homologías entre éstas, y otras proteínas 
encontradas en diversos microorganismos. 
4) Seria muy importante investigar la función de las proteínas de choque frío 
inmunodominantes reportadas en este trabajo y su posible relación con la 
virulencia de este patógeno; y determinar si estas proteínas pueden causar 
inmunidad contra la infección por esta bacteria y ser utilizadas como vacuna 
para la prevención o tratamiento de infecciones por este microorganismo. 
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